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Samenvatting

Dit rapport geeft een overzicht van de ontwikkelingen van het kloneren van landbouwhuisdieren door
somatische celkerntransfer en genetische modificatie met het oog op de mogelijke consequenties
hiervan op beleid en regelgeving. Op dit moment zijn er nog geen genetisch gemodificeerde
voedseldieren in de handel. Wel zijn er al medicijnen op de markt die uit de melk van genetisch
gemodificeerde dieren gezuiverd worden. De verwachting is dat op korte termijn de eerste genetische
gemodificeerde voedseldieren buiten de Europese Unie op de markt zullen komen, met name
snelgroeiende kweekvis. Later zullen mogelijk ook andere gekloneerde en/of genetisch gemodificeerde
zoogdieren volgen, zowel voor voedselproductie als voor productie van non-food.

Verschillende technieken kunnen gebruikt worden om dieren te kloneren en/of genetisch te modificeren,

zoals transgenese, gentherapie, DNA vaccinatie, en RNA-interferentie (RNAi). Kenmerkend voor al

deze technieken is dat zij het mogelijk maken om “vreemde” genetische informatie in te brengen in een
gastheer, hetzij tijdelijk hetzij permanent. Er zijn diverse methoden om deze wijzigingen op te sporen,
waarbij de detectie soms bemoeilijkt wordt door de alleen zeer locale aanwezigheid van het vreemde

DNA, de gelijkenis tussen nieuw en gastheereigen materiaal, en de soms tijdelijke aard van de

modificaties. Dit heeft mogelijke consequenties voor beleid en regelgeving. Om voorbereid te zijn op

de toekomstige ontwikkelingen, onder andere de spoedig verwachte marktintroductie van genetisch
gemodificeerde dieren buiten de Europese Unie, zijn de volgende aanbevelingen gedaan (in het kort
samengevat):

e Een voorstel voor een eenduidige definitie wanneer een kloon van een landbouwhuisdier (verkregen
door somatische celkerntransfer) moet worden beschouwd als genetisch gemodificeerd organisme;

e Een identificatie van mogelijke “blinde vlekken” in nationale en internationale regels ten aanzien
van klonering en genetische modificatie bij landbouwhuisdieren;

e Een inventarisatie van mogelijke positieve en negatieve consequenties van homogenere
dierpopulaties door klonering;

e Een verkenning van de mogelijkheden voor detectie van individuele dieren in een populatie van
gekloneerde dieren of afstammelingen daarvan;

e Het volgen van ontwikkelingen op het gebied van klonering en genetische modificatie wereldwijd
plus het ontwerpen van detectiemethoden die geschikt zijn voor herkenning van toepassing van deze
ontwikkelingen;

e Toetsing van anti-gendoping maatregelen (o.a. detectie, controle) in de humane sport voor hun
toepasbaarheid op vergelijkbare toepassingen van gentechnologie (0.a. productieverhoging) bij
landbouwhuisdieren;

e Ondersteunen van het ontwikkelen van detectiemethoden door het aanleggen van een database met
daarin mRNA en eiwitexpressie profielen van gezonde en behandelde dieren, plus het uitvoeren van
een inventarisatie van genen die kunnen bijdragen aan de kwaliteit en/of kwantiteit van het dierlijke
eindproduct.
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Summary

This report aims at providing an overview of the developments in cloning by somatic cell nucleus
transfer and in genetic modification of domestic livestock. This is done with a view on the potential
consequences of these developments on policy and legislation. At this moment, there are no genetically
modified food animals on the market yet. Nonetheless, there are, for example, medicines that are
purified from the milk of genetically modified animals. The expectations are that, in the short term, the
first genetically modified food animals will come to the market outside the European Union, particularly
genetically modified, rapidly growing fish from aquaculture. Possibly later, other cloned and/or
genetically modified animals are expected to follow suit, both for food and non-food production.
Various techniques can be used for cloning and genetic modification of animals, such as transgenesis,
gene therapy, DNA vaccination, and RNA interference (RNAi). A typical feature of all these
techniques is that they enable the introduction of “foreign” genetic information into a host, either
temporarily or permanently. Various methods to trace these modifications exist, whilst the detection is
occasionally hampered by the local introduction of the foreign DNA, the similarity between foreign and
host-proprietary materials, and the sometimes temporary nature of the modifications. This will also
bear its consequences on policy and legislation. In order to be prepared for future developments,
including the shortly awaited market introduction of genetically modified animals outside the European
Union, the following recommendations have been formulated, summarized in brief here:

e A proposal for an unequivocal definition as to when a clone of a domestic livestock animal
(obtained through somatic cell nucleus transfer) should be considered a genetically modified
organism;

e An identification of other potentially “blind spots” in national and international rules regarding
cloning and genetic modification in domestic animals;

e An inventory of potential positive and negative consequences of more homogenous animal
populations obtained through cloning;

e An exploration of the possibilities for detection of individual animals in a population of cloned
animals or their progeny;

e The scrutiny of developments in the area of cloning and genetic modification on a global scale plus
the design of detection methods that are suitable for the recognition of these developments being put
into practice;

e An examination of anti-gene-doping measures (such as detection and control) in human sports for
their applicability to comparable uses of gene technology (such as production enhancement) in
domestic animals;

e Support to the development of detection methods by the establishment of a database containing
mRNA and protein expression profiles of healthy and treated animals, plus an inventory of genes
that can contribute to the quality and quantity of animal end products.

4 RIKILT Rapport 2009.005



VYoorwoord

Het auteursteam wil langs deze weg nogmaals zijn dank betuigen aan de Voedings en Waren Autoriteit
voor het financieel mogelijk gemaakt hebben van de "desk-research" en het schrijven van het rapport.
Ook willen de auteurs de verschillende collega's die het concept rapport van hun nuttige commentaren
hebben voorzien hiervoor danken, waaronder Drs. B.W. Ooms (VWA), Dr. M. Gerretsen (Wageningen
Universiteit), Ir. J.D. van Klaveren (RIKILT), Dr.ir. R.F.M. van Gorcom (RIKILT) en Prof.dr. M.W.F.
Nielen (RIKILT/Wageningen Universiteit).

RIKILT Rapport 2009.005



RIKILT Rapport 2009.005



Inhoudsopgave

Samenvatting 3
SUIMMATY eeceviiiinssnesseensansssncssecsseessassssesssssssessstessasssaessassssssssessssssssssssssssssssssssssssasssasssasssasssasss 4
Voorwoord 5
1 Introductie 9
2 Technisch-wetenschappelijke achtergrond 11
0 B 011 1<) 4 £ 31V SRS 11
2.2 DNA modificatic teChNOLOZICEN .......cvievieiieiieriiecie ettt ettt sre v e ebeesbe s e esseeses 12
2.2.1 Somatische celkern transfer............ooooiiiiiiiiiiii s 12
22,101 KIONETEI .ttt sttt et b et s b et b et s bt et e s bt et esbeebtenbeentesbeenaenbeen 12
2.2.1.2  Procedure €N SUCCES FAI0.......ccertirrerteureiieiirtieteatentetestettett et ste sttt et eseetesbe st esseneenseseenesaessenseneen 12
2.2.1.3  SHAMCEIIEI ...ttt bttt ettt b ettt e et neene et nnen 13
2.2.1.4  Stamcellen en gentherapie .........c.coccviriririiiiiiiiiieeeee ettt 14
2.2.1.5 Detectie van gekloneerde dieren of producten ervan ............ccocceerererieieinineseneeeeeecee e 14
2.2.2 Recombinant DNA, transgenese, gentherapie, DNA vaccins en RNA1 ........cccooceiieiieneennne. 14
2221 Inleiding
2.2.2.2  Methoden van DNA transfer........c.ooveierieieniieierieee ettt sttt s eas 15
2.2.2.3  TIANSEEIESE -.c.vvenveneeenterieetietiete et et et et stt et e bt et e sbe et e ebe et e sbeesteabe et e sbeestesbeeabesbeesaenbeeanenbeeneenbean 17
2.2.2.4  GENENETAPIC. ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt se ettt et b e ea e st b ettt ettt een 19
2.2.2.5  DNA VACCINALIC «..eveeiuienieiieiietirtietentet ettt ete st este e esces e ese et e sbesteeeseeseeseeseabesseseneeneeneeseenessensens 19
2.2.2.6  RINA-NEEITEIENIC ... ceuvitieiiieiieieeiieie ettt ettt ettt ettt be st e teestesbesnbentesaeebeeseesesneenseenes 20
2.2.2.7 Detectie van producten van recombinant DNA technieken ............cccoooeieieiiiiininencicee 20

3 Mogelijke impact van gentechnologie op veehouderij, fokkerij, veterinaire praktijk,

dierwelzijn en -gezondheid 22
3.1 Mogelijke impact van klonering door somatische celkerntransfer...........c.cccocevveveviveieenennnen. 22
3.2 Mogelijke impact van transgene diCTeN...........ccvereereerrerreereerieesreesreesseeseeseressessessseessesssens 24
3.3 Mogelijke impact van gentherapie en DNA VACCINS .......oecuveiiiriierieniienieeie e eie e 26
4 Genetische technieken bij dieren versus gendoping bij mensen 29
O B LG £ 1 U 115 L USRS 29
N Q7Y 13 SRS 30
4.3 Mogelijke toepassing bij dieren van strategieén voor detectie van gendoping bij mensen.....31
4.3.1 Structurele verschillen tussen eiwitten geproduceerd door transgenen .............occeeevervenveennenne. 31

4.3.2 Immuunrespons teZen VIrale VECTOTEN .......cc.iiiiieieieieite ettt ettt ebe e e e see s 32

4.3.3 Gen-expressie profilering (transcriptie profilering)..........ccceevvevveeeierieriereeeeieee e 32

4.3.4  Eiwit profilering (Prot@OMUICS) ......ceouieuirieriiertieieete ettt sttt ettt ettt ettt et site st e sbeeneeeneeeae 32

4.3.5  DINA DAICOUES .....eveiiiuiiniiieniesteeie ettt sttt ettt ettt sttt ebe et et et sbe e bt bt et en et eneen 33

4.3.6 Polymerase kettingreactie (PCR).......ccuoiiiiiiiiiiiiieiie et 33

RIKILT Rapport 2009.005



.37 ClDIOSEIISOTS ettt ettt ettt e et e e et e e et e e s seaaeeeseateeeesnseeesenaeessanteeesaneneesennnes 33

4.3.8 Multiplex immuno PCR fINGEIPIINt .......c.ecueeriiriiieieiieiieseee ettt 33

5 Nationaal veiligheidsbeleid en regelgeving 35
5.1 Huidig beleid en reZelGEVING.......ccueivvieriieiierieiieriecte ettt ettt e sreesreeseresevessbeesbeesseesseesssessns 35
5.1.1 Regelgeving van klonering door somatische celkerntransfer...........c.ccocceoeriiineionnnneiennnn. 35

5.1.2  Regelgeving van - en verplichtingen voor - recombinant DNA technologie bij

1andDOUWRUISAIETEN .......c.eiiiiiii ittt st ettt ee 36

S5.1.2.1  TranSZeNe QISTEM.....c..eoueieueeuieiietieteete ettt te sttt sces e es et e sbe st et esee st ebeebesbeseneeseeneeseebesneseeanens 36

5.1.2.2  Gentherapie €1 DINA VACCIINS .....coevuiriiiiiiiiiniinientcieteit ettt ettt st ae ettt saesaeneene 37

5.1.2.3  Regelgeving voor genetisch gemodificeerd voedsel en diervoeders..........cccoceeereneneenciennnne 38

5.2 Mogelijke consequenties voor veiligheidsbeleid en regelgeving ...........cceccvevvervenieneeneennen. 39

6 Toekomstige ontwikkelingen oY)
LT BN 11753 =3 (o) 1 U PP 42
6.1.1 Internationale harmonisering van de regelgeVIng.........ccoecverierririieriienierieie et 42

6.1.2  EU T@EEIZEVING ... e iueiiieiieiieitieiteet ettt ettt ettt b e bt ettt s atesaeesbe e bt et e eanesbeenbean 43

6.2 Verwachte ONtWIKKEIINZEN .........ccviiiiiiieiieieeiieitestese et ere e e ste e reestaeseaesssesebeesseesseesseesseas 43

7 AQNDEVELINGEN ..uucouuiinriiniinicstinsnecsnnisenssnesssecssecssesssessssssssesssesssesssesssasssasssassssses 47
8 Literatuur 49
Annex I  Overzicht van de EU-wetgeving over GGO'S.......cocuevirieniinirienieniieieneneeene e 61

8 RIKILT Rapport 2009.005



1 Introductie

Aanleiding voor het schrijven van dit rapport is het overleg geweest over een verkennend onderzoek
naar “gendoping” bij landbouwhuisdieren tussen de onderzoekers, de Voedsel- en Waren Autoriteit en
de begeleidingscommissie van het thema 3, “dierbehandelingsmiddelen,” voor de Wettelijk en
Ondersteunende Taken (WOT) van het RIKILT — Instituut voor Voedselveiligheid. Er is namelijk
gebleken dat, op basis van de voortgang in moderne biotechnologie bij dieren en berichten in de media
over de mogelijkheden van gendoping in de sport, er een behoefte bestaat om de mogelijke toepassingen
van moderne biotechnologie bij landbouwhuisdieren in kaart te brengen. Dit rapport heeft tot doel in
deze behoefte te voorzien en om onder andere de mogelijke consequenties voor het beleid en
regelgeving ten aanzien van toelating en controle van deze technieken zichtbaar te maken.

Genetische modificatie, oftewel het gebruik van technieken waarmee op niet-natuurlijke wijze erfelijk
materiaal bij een nieuwe gastheer kan worden ingebracht, is een moderne vorm van biotechnologie. Het
heeft in de landbouw en voedselproductie al sinds medio jaren '90 toepassingen gevonden. Bekende
voorbeelden hiervan zijn de commerciéle teelt van genetische gemodificeerde gewassen, die wereldwijd
op 125 miljoen hectare geteeld werden in 2008, en het gebruik van genetisch gemodificeerde micro-
organismen voor de productie van enzymen en dergelijke in gesloten eenheden, zoals fermentoren in
fabriekshallen. De ontwikkelingen op dit gebied zijn snel verlopen, rekening houdende met onder
andere het feit dat de eerste grootschalige introductie van commerciéle genetisch gemodificeerde
gewassen pas in 1996 heeft plaatsgevonden.

Ook bij landbouwhuisdieren zijn er verschillende veelbelovende ontwikkelingen op het gebied van
moderne biotechnologie gaande. Deze ontwikkelingen betreffen onder andere de genetische modificatie
van dieren, waaronder de introductie van erfelijke eigenschappen, maar ook gentherapie en DNA
vaccins, alsmede klonering door transfer van somatische celkernen. Deze technieken zullen in de
volgende hoofdstukken nader worden toegelicht. Terwijl veel van deze moderne biotechnologische
toepassingen in dieren momenteel nog in de experimentele fase zijn, is de verwachting dat deze
binnenkort ook gecommercialiseerd zullen worden. Een voorbeeld van een dergelijk pre-commercieel
product is genetisch gemodificeerde kweekzalm met verbeterde groei-eigenschappen waardoor deze
efficiénter geproduceerd kunnen worden. Deze zalm, waarvoor een aanvraag voor toelating in de
Verenigde Staten is ingediend, zou daar naar verwachting rond 2010 op de markt kunnen komen. Een
dergelijke aanvraag is nog niet in Europa ingediend. In Nederland is er desalniettemin brede ervaring
met gebieden die dit werkveld raken of deels bestrijken, zoals genetisch gemodificeerde proefdieren,
humane gentherapie, en genetisch gemodificeerde vaccins.

Naast legale toepassingen zijn er ook illegale toepassingen denkbaar met het doel de productie van
landbouwhuisdieren te vergroten, vergelijkbaar met humane sportdoping. Er valt hierbij te denken aan
extra spiergroei door groeihormoon, IGF-I of myostatine transgene productiedieren, maar ook aan
gekloonde sportpaarden en honden of dieren met genen die de bespiering regelen, de bloedproductie of
de zuurstofcapaciteit van het bloed verhogen, en genen die de pijnperceptie modificeren (Filipp, 2007).
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Gezien de implicaties voor het beleid van de introductie van deze nieuwe technologieén beoogt het

rapport de volgende vragen te beantwoorden:

o Welke technieken zijn er en welke toepassingen zijn hiermee mogelijk?

o  Welke ontwikkelingen worden verwacht?

e Welke risico’s en positieve effecten voor de voedselkwaliteit, volksgezondheid, diergezondheid,
dierwelzijn, milieu, fokkerij en landbouwkundige praktijk zijn hiermee verbonden?

e Waar liggen de knelpunten voor het beleid en toezicht/handhaving (risicomanagement)?

e Over welke handhavinginstrumenten (detectie en wetgeving) beschikt de Nederlandse overheid of
zou zij moeten kunnen beschikken?

e  Welke aanbevelingen kunnen op basis van het bovenstaande gedaan worden?

De methodiek die voor het samenstellen van dit rapport is gevolgd bestaat uit het verzamelen van
wetenschappelijke gegevens over de stand van zaken van moderne biotechnologie bij dieren en de
vooruitzichten voor toepassingen ervan in de nabije tockomst. Het rapport vat derhalve de resultaten
samen van het verzamelen van data, inclusief een verkenning van de wetenschappelijke literatuur en,
indien nodig, ook van grijze informatiebronnen met niet-“peer-reviewed” gegevens die betrouwbaar
geacht worden. De biotechnologische technieken die gekozen zijn voor dit onderzoek op basis van
recente ontwikkelingen betreffen 1) klonering door somatische celkerntransfer, ii) genetische modificatie
door recombinant DNA technieken, iii) gentherapie, en iv) DNA vaccins. Deze technieken zullen in het
volgende hoofdstuk nader toegelicht worden. Van deze technieken worden verschillende aspecten door
het rapport beschouwd, waaronder de stand van zaken, de toekomstige ontwikkelingen, de regelgeving
voor het gebruik van deze technieken, de mogelijkheid om het gebruik van deze technieken te
detecteren, en de mogelijke consequenties van het gebruik van deze technieken op de veehouderij,
fokkerij, veterinaire praktijk, dierenwelzijn en diergezondheid.
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2 Technisch-wetenschappelijke achtergrond

2.1 Inleiding

De toepassing van moderne biotechnologie bij landbouwhuisdieren kan een breed veld omvatten. Het

huidige rapport concentreert zich op moderne biotechnologische technieken die veranderingen in het

erfelijk materiaal in de dieren zelf teweeg brengen. Deze technieken veroorzaken hiermee “genetische

modificatie” in de strikte zin zoals door de EU regelgeving gedefinieerd. Richtlijn 2001/18/EC voor de

milieu-introductie van genetisch gemodificeerde organismen (GGO’s, zie Annex 1) definieert

genetische modificatie technieken, inclusief de volgende technieken:

e Recombinant nucleinezuur technieken, waarmee nieuw genetisch materiaal in een
gastheerorganisme kan worden ingebracht dat niet van nature hierin voorkomt;

e Rechtstreeks inbrengen van buiten het organisme gemaakt erfelijk materiaal, bijvoorbeeld door
micro-injectie;

e Fusie van cellen met niet-natuurlijke methoden die tot nieuwe combinaties van erfelijk materiaal uit
die cellen leiden.

Somatische celkern transfer klonering wordt ook in dit rapport betrokken, omdat dit onder het tweede
punt van rechtstreeks inbrengen van erfelijk materiaal kan vallen, afhankelijk van de interpretatie
hiervan door nationale en EU overheden. Momenteel is een discussie in de Europese politiek gaande of
producten die afkomstig zijn van nakomelingen van dieren die door somatische celkern transfer
gekloneerd zijn wel of niet in de EU verordening voor nieuwe voedingsmiddelen dienen te worden
opgenomen.

Naast genetische modificatie zijn er andere vormen van moderne biotechnologie bij landbouwhuisdieren
die buiten de focus van het huidige rapport vallen. Een voorbeeld hiervan is het gebruik van DNA
markers, met andere woorden “barcodes” uit het erfelijk materiaal die specifiek in dieren met wenselijke
eigenschappen aanwezig of actief zijn, bij fokkerijprogramma’s. Deze markers kunnen bij analyse van
het totale DNA van een dier zichtbaar gemaakt worden zodat hun aanwezigheid herkend wordt. Andere
voorbeelden zijn het gebruik van “omics” benaderingen waarbij op niet-specifieke wijze een grote
verzameling erfelijke gegevens, eiwitten of chemische verbindingen die door het metabolisme gevormd
worden tegelijk in kaart worden gebracht (respectievelijk “genomics,” proteomics,” en
“metabonomics”). Deze “omics” technieken kunnen helpen inzicht te krijgen in welke veranderingen er
optreden onder bepaalde condities zonder dat vooraf de identiteit van elke geteste substantie vast hoeft
te staan.

Naast deze diagnostische hulpmiddelen zijn er ook ontwikkelingen op het gebied van therapeutische
middelen, bijvoorbeeld recombinant vaccins. Een dergelijk vaccin kan bestaan uit een specifiek eiwit
van een ziekteverwekkend micro-organisme dat door een ander genetisch gemodificeerd
(“recombinant”) organisme in grote hoeveelheden wordt aangemaakt met verminderd risico op
aanwezigheid van andere pathogene factoren van het donororganisme in het preparaat. Ook andere
biologische diergeneesmiddelen zijn in de wetenschappelijke literatuur beschreven, zoals het gebruik
van recombinant antilichamen tegen een bepaald doelwit antigen, die voor “passieve immunisering”
kunnen worden toegepast door toediening aan het te beschermen dier. Daarnaast worden ook verzwakte
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levende pathogenen, zoals Salmonella typhimurium, gebruikt als drager voor recombinante vaccins en
DNA vaccins. Evenals de niet-verzwakte vorm zijn deze pathogenen in staat in de gastheer (mens, dier)
een immuunrespons op te roepen. Echter, het vermogen om infecties en ziektes op te wekken hebben
deze verzwakte pathogenen verloren.

In het onderstaande hoofdstuk worden voor elk van de verschillende technieken van genetische

modificatie die bij landbouwhuisdieren kan worden toegepast de volgende punten samengevat:

e De stand van zaken van de techniek;

e De bereikte en verwachte resultaten;

e Derisico’s voor dierwelzijn diergezondheid (NB risico’s voor voedselveiligheid worden later apart
besproken);

o  Welke regelgeving is van toepassing op de techniek; en

o Welk knelpunten zijn er met betrekking tot het bovenstaande.

2.2 DNA modificatie technologieén

2.2.1  Somatische celkern transfer

2.2.1.1 Kloneren

Klonering wordt vaak in één adem genoemd met genetische modificatie. Dit is echter onterecht. Bij
genetische modificatie gaat het om het gericht veranderen van genetische informatie en bij kloneren gaat
het om het kopiéren van bestaande genetische informatie.

Een kloon kan worden gedefinieerd als een genetisch identieke nakomeling van één ouder. Klonering
wordt al heel lang toegepast bij planten (stekken, enten). Het kloneren van zoogdieren is een
ontwikkeling van de laatste decennia. Embryosplitsing is de meest klassicke vorm hiervan. Moderne
technieken maken echter gebruik van kerntransplantatie. Hierbij wordt de kern van een (somatische) cel
ingebracht in een eicel (waaruit de oorspronkelijke kern is verwijderd), die vervolgens wordt ingebracht
in de baarmoeder van een draagmoeder. Op deze manier ontstaat een nakomeling met erfelijk materiaal
afkomstig van één ouder. In 1997 publiceerden Wilmut en collega’s (1997) de succesvolle toepassing
van somatische celkern transplantatie bij schapen en werd het kloon-schaap Dolly geboren. Intussen is
deze techniek bij een groot aantal verschillende dieren toegepast, waaronder muizen, ratten, honden,
katten, geiten, koeien, varkens, paarden en apen. Recente overzichtsartikelen over klonen zijn te vinden
in onder andere de referenties van Vajta en Gjerris (2006) en Campbell en collega’s (2005).

2.2.1.2 Procedure en succes ratio

De standaardprocedure voor kerntransplantatie bestaat uit een aantal stappen:

e Het verwijderen van de kern uit geisoleerde eicellen;

e Het inbrengen van de donorkern (of cel) in de lege eicel;

e Het activeren van het gereconstrueerde embryo;

e Een korte kweek van het embryo in de reageerbuis; en

e De transplantatie van het embryo naar de baarmoeder van een “gesynchroniseerde” draagmoeder.
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De succes ratio van de standaardprocedure is nog relatief laag. Er treedt nog veel verlies op tijdens de

embryonale en foetale ontwikkeling (Campbell et al., 2005). Daarnaast is gebleken dat veel van de

gekloneerde dieren niet helemaal gezond zijn en/of afwijkingen vertonen. De volgende factoren zijn

hier debet aan:

e Het gebruik van minder geschikte donorcellen en/of ontvanger eicellen;

e Suboptimale synchronisatie tussen de celcyclus fasen van donorkern en ontvanger cytoplasma;

e Schade toegebracht tijdens de behandeling van donor en ontvangercellen (mechanische, osmotische,
toxische en thermische schade);

e Genetische veranderingen in het DNA van de somatische cel; en

e De “herprogrammering” van het genoom van de donorcelkern verloopt niet goed. In somatische
cellen kunnen genen langdurig worden aan- of uitgeschakeld door “imprinting.” Dit gebeurt tijdens
differentiatie van cellen. Onder normale omstandigheden wordt de differentiatie-specificke
imprinting bij de aanleg van geslachtscellen weer “gewist” en wordt er een maternale en paternale
geslachtscel-specifieke imprinting aangebracht. Na kerntransplantatie moet de eicel daarom de
imprinting van de genen van de somatische celkern in overeenstemming brengen met die van een
beginnend embryo.

2.2.1.3 Stamcellen

In het humaan biomedisch onderzoek wordt experimenteel “therapeutisch kloneren” toegepast. Bij
therapeutisch kloneren wordt met behulp van kerntransplantatie een ca. 100-cellig embryo gekweekt dat
genetisch identiek is aan de patiént. Uit het embryo worden vervolgens embryonale stamcellen
geisoleerd. Dit zijn zogenaamde multi- of pluripotente cellen die onbeperkt kunnen delen en die zorgen
voor de aanmaak van gespecialiseerde cellen. Door de kweekomstandigheden te vari€ren, kunnen
stamcellen uitgroeien tot verschillende celtypen. Deze cellen kunnen vervolgens bij patiénten
geimplanteerd worden om deze te genezen van een bepaalde ziekte (stamceltherapie). De patiént
ontvangt dus cellen die genetisch identiek zijn aan zijn eigen lichaamscellen. Het betreft hierbij ziekten
en afwijkingen die het gevolg zijn van een verstoorde celfunctie of van beschadigd weefsel.
Stamcelonderzoek vindt vooral plaats bij mensen, muizen en ratten. Ondanks intensief onderzoek, is
het tot nu toe niet gelukt om embryonale stamcellen te kweken van varkens, runderen en schapen
(Renard et al., 2007; Keefer et al, 2007). Bij de kip zijn er wel positieve ontwikkelingen in die richting
(Van de Lavoir en Mather-Love, 2006; Horiuchi et al., 2006).

Bij muizen is aangetoond dat ook bepaalde weefsels van volwassen dieren stamcellen bevatten. Deze
cellen zijn waarschijnlijk nodig om bepaalde weefsels (bijvoorbeeld darmepitheel) voortdurend te
“verversen” met nieuwe cellen. Er worden steeds meer van deze adulte stamcellen ontdekt, ook bij
mensen. Sommige adulte stamcellen lijken zo flexibel te zijn dat ze zich onder bepaalde
omstandigheden in meerdere richtingen kunnen ontwikkelen en/of differentiéren. Het onderzoek naar
multipotente adulte stamcellen bij landbouwhuisdieren staat nog in de kinderschoenen (Zeng et al,
2006; Motlik et al., 2007). Bij landbouwhuisdieren is er speciale belangstelling voor adulte stamcellen
waaruit mannelijk geslachtscellen ontstaan. (Dobrinski, 2007; Dobrinski and Travis, 2007). Genetische
modificatie en transplantatie van zulke stamcellen schept de mogelijkheid om transgeen sperma en
transgene dieren te produceren zonder gebruik te hoeven maken van embryonale stamcellen (die voor de
meeste landbouwhuisdieren nog niet beschikbaar zijn, zie hierboven).
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2.2.1.4 Stamcellen en gentherapie

Een belangrijke ontwikkeling in het kader van dit rapport is de mogelijkheid om (embryonale of adulte)
stamcellen in vitro te kweken en deze genetisch te modificeren door het inbrengen van (soortvreemd)
DNA (zie 2.2.2.3 en 2.2.2.4). Als dit DNA wordt ingebracht in (menselijke) cellen in het kader van een
geneeskundige behandeling, bijvoorbeeld voor het herstel van een defect endogeen gen, dan spreekt
men over gentherapie. Hiervoor worden genetisch gemodificeerde stamcellen na in vitro selectie en in
vitro kweek weer terug geplaatst in patiénten (zie 2.2.2.4). De kernen van genetisch gemodificeerde
stamcellen kunnen ook, net zoals de kernen van andere cellen worden toegepast voor kerntransplantatie
naar lege eicellen waardoor genetisch gemodificeerde klonen (= transgene dieren) ontstaan (zie 2.2.2.3).

2.2.1.5 Detectie van gekloneerde dieren of producten ervan

De detectie van gekloneerde dieren of producten ervan is in principe alleen mogelijk als de identiteit van
de donor en/of acceptor bekend zijn. Bij klonering door middel van kerntransplantatie wordt er een
nieuwe combinatie gemaakt van het chromosomale (kern) DNA van de donor en het mitochondriéle
DNA van de acceptor. Aangezien het mitochondri€le DNA van verschillende individuen niet identiek is
zouden deze verschillen gebruikt kunnen worden om het gekloneerde dier te onderscheiden van de
donor. Echter, indien de identiteit van de donor of acceptor niet bekend is, is dit niet mogelijk. Het is
daarentegen wel mogelijk om klonen van verschillende donoren van elkaar te onderscheiden op basis
van DNA patronen, terwijl ook hiervoor geldt dat individuele klonen mogelijk niet van elkaar kunnen
worden onderscheiden.

Het DNA van gekloneerde dieren is voor het overgrote deel gelijk aan niet-gekloneerde dieren, maar het
is theoretisch waarschijnlijk dat er somatische mutaties optreden die door “sequencing” op te sporen
zouden kunnen zijn. Het MHC-complex bijvoorbeeld, wat een belangrijke functie heeft in het
immuunsysteem, zou een mogelijke plaats zijn waar zulke mutaties op te sporen zouden kunnen zijn.
Dit is echter kostbaar onderzoek.

Een ander probleem is het onderscheid aantonen tussen een dier uit een kloon en een “gewoon” dier. Er
is op dit moment nog weinig inzicht in hoe dat aan te tonen zou kunnen zijn, maar bij het maken van
een kloon uit een somatische cel wordt het DNA gedemethyleerd, een soort herprogrammering, totdat
het weer een cel is waar een nieuw organisme uit kan groeien. Het zou kunnen zijn dat het methylatie
patroon van een cel van een gekloneerd dier er structureel anders uitziet dan van een cel van een niet-
gekloneerd dier. Dit zou een aanknopingspunt kunnen zijn voor een kloon identificatietest.

2.2.2  Recombinant DNA, transgenese, gentherapie, DNA vaccins en RNAi

2.2.2.1 Inleiding

Zestig jaar geleden ontdekte Oswald Avery dat het DNA-molecuul de drager is van erfelijke
eigenschappen. In 1953 ontdekte James Watson en Francis Crick de dubbele-helixstructuur van het
DNA. De verzameling technieken die het mogelijk maakt om “in de reageerbuis” stukken DNA aan
elkaar te koppelen en vervolgens te vermeerderen, staat bekend als de recombinant-DNA-technologie.
In 1973 slaagden onderzoekers er voor het eerst in om stukjes vreemd DNA in te bouwen in een
cirkelvormig DNA-molecuul van een bacterie. Dit “gerecombineerde” DNA molecuul kon door
bacterién worden vermeerderd. Vanaf dat moment kon in principe elk stuk DNA van ieder organisme
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worden geisoleerd en vermeerderd. Hierdoor werd het mogelijk om de structuur (basenvolgorde) van
allerlei genen op te helderen en om deze gericht te veranderen (mutageniseren). Later werden methoden
ontwikkeld om DNA in de reageerbuis te vermenigvuldigen (Polymerase Chain Reaction, PCR). De
technologische ontwikkelingen binnen het (recombinant) DNA onderzoek verlopen de laatste jaren
stormachtig, met name door een hoge graad van automatisering en de ontwikkeling van “high
troughput’ technologieén. Illustratief zijn de nieuwe generatie DNA-sequencers (Roche 454, Solexa,
SOLiD) waarmee recent de structuur van het hele humane genoom van James Watson binnen twee
maanden werd opgehelderd (Wolinsky, 2007). Ook voor het rund en de kip zijn momenteel de eerste
“genoom drafts” in het publiecke domein beschikbaar (Hubbard et al., 2007) en die van het varken volgt
in 2008 (Humphray et al., 2007). Een andere illustratie van de enorme stroomversnelling die dit
onderzoek meemaakt is de beschikbaarheid van zogenaamde DNA microarrays waarmee de expressie
van 20.000 genen tegelijk kan worden gemeten. Binnen het “life sciences” onderzoek treedt er een shift
op van “recombinant DNA onderzoek™ (gericht op één of enkele genen) naar “genomics” onderzoek
(gericht op het hele genoom).

2.2.2.2 Methoden van DNA transfer

Er worden verschillende technieken gebruikt voor de overdracht (transfer) van DNA naar cellen. Deze
technieken kunnen onderverdeeld worden in drie categorie€n: 1) transfectie met behulp van
biochemische methoden; 2) transfectie met behulp van fysische methoden, en 3) transductie met behulp
van virale vectoren. Er wordt hierbij onderscheid gemaakt tussen transiénte transfectie (het
toegevoegde DNA wordt niet geintegreerd in het genoom van de ontvangende cel en is maar tijdelijk
aanwezig) en stabiele transfectie (het toegevoegde DNA wordt stabiel geintegreerd in het genoom van
de ontvangende cel en blijft permanent aanwezig). Transi€nte transfectie wordt toegepast om een
tijdelijke verhoogde expressie van het desbetreffende DNA element te bewerkstelligen. Bij de stabiele
transfectie wordt het genoom van de ontvangende cel permanent gewijzigd. De overdracht van DNA
kan in vivo plaatsvinden naar lichaamscellen (somatische cellen) of geslachtscellen (ei- en
spermacellen) en in vitro naar geslachtscellen, gekweekte (primaire) cellijnen of stamcellen. De
belangrijkste DNA transfer technieken zijn: 1) Lipide-gemedieerde methode (Lipofectamine Reagent);
2) Calcium-fosfaat methode; 3) DEAE-dextraan methode; 4) Polybrene/DMSO methode; 5)
Electroporatie (met behulp van elektrische pulsen); 6) Laser-gemedieerde methode; 7)
Temperatuurschok methode; 8) Microinjectie van naakt DNA; 9) Injectie van naakt DNA; 10)
"Bombardement" met DNA-gecoate micropartikels (“gene gun”); en 11) Met behulp van virale
vectoren. Sommige technieken zijn beter geschikt voor DNA transfers naar in-vitro gekweekte cellen
(1-8); andere technieken zijn juist ontwikkeld voor in vivo toepassingen (9-11).

Virale vectoren

Virussen hebben de natuurlijke eigenschap om hun genoom in eukaryotische cellen te brengen en het
daar te vermenigvuldigen. Ze worden daarom veelvuldig als vehikel gebruikt om “vreemde” genen een
cel binnen te brengen. Het binnen brengen van vreemde genen in een cel via virale vectoren wordt
transductie genoemd. Er zijn veel verschillende virale vectoren ontwikkeld. De belangrijksten zijn de
retrovirale vectoren [inclusief de vectoren op basis van lentivirussen (HIV)], vectoren gebaseerd op
adenovirussen of adeno-geassocieerde virussen en vectoren op basis van herpes simplex virus type 1
(HSV-1). Alle virale vectoren zijn zodanig veranderd dat ze niet meer kunnen repliceren in normale
cellen maar nog heel goed in staat zijn om een ingebouwd gen een eukaryotische cel binnen te loodsen.
Sommige vectoren hebben een beperkte “DNA capaciteit,” anderen daarentegen kunnen zeer grote
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DNA fragmenten cellen binnen loodsen (HSV-1). De meeste virale vectoren zijn ontwikkeld om een
grote verscheidenheid aan cellen te infecteren (adenovirus; Figuur 1). Er zijn echter ook vectoren met
een hoge mate van celspecificiteit. Sommige vectoren (retrovirus) kunnen alleen cellen transduceren
die actief delen, andere vectoren (lentivirus, adenovirus) kunnen zowel delende als niet-delende cellen
infecteren.

iral Hew iral
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Figuur 1 Gentherapie met behulp van een adenovector. Een nieuw gen is ingebouwd in de adenovector die
gebruikt wordt om het DNA in de kern van de cel af te leveren. Het nieuwe gen kan een functioneel eiwit

aanmaken.’

In het algemeen worden er aan virale vectoren een aantal eisen gesteld met betrekking tot veiligheid,
toxiciteit, genetische stabiliteit en celspecificiteit. Veiligheid wordt meestal bewerkstelligd door het
inactiveren van de replicatie functie. Zulke vectoren hebben helper sequenties nodig om zich te kunnen
vermenigvuldigen (voor productiedoeleinden). Soms kunnen ze alleen repliceren in specifieke cellen
waarin “replicatie helper functies” zijn ingebouwd. Een ander veiligheidsaspect heeft te maken met het
vermogen van sommige virussen (retrovirussen, inclusief lentivirussen) om random te integreren in het
genoom van hun gastheercellen. Zo’n integratie kan leiden tot de novo oncogenese (Nienhuis, 2006;
Nienhuis et al., 2006). Dit aspect is minder belangrijk als het gaat om het modificeren van cellen die
niet meer actief delen, bijvoorbeeld neuronen. Genoom integratie leidt in het algemeen tot een betere
lange termijn expressie. Sommige vectoren, waaronder adenovectoren, worden juist toegepast omdat ze
niet integreren in het genoom van geinfecteerde cellen.

! Figuur afkomstig van de "Genetics Home Reference" (National Library of Medicine) zoals gepubliceerd op 30
januari 2009 op http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/illustrations/therapyvector
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Bij in vivo toepassingen is het van belang dat virale vectoren genetische stabiel zijn omdat instabiliteit
een negatieve impact heeft op de voorspelbaarheid en reproduceerbaarheid van hun toepassing en omdat
het gevaar bestaat dat door recombinatie actieve virus partikels kunnen ontstaan. Daarnaast is het van
belang dat virale vectoren slechts een minimaal effect op de fysiologie van hun target cellen hebben en
dat ze een minimale immuunrespons oproepen. Het elimineren van geinfecteerde cellen door (anti-
retrovirale of anti-adenovirus) immuunresponsen kan nadelig zijn voor de in vivo genexpressie en kan
tot klinische problemen leiden.

Een groot aantal virale vectoren is tot nu toe gebruikt in zowel laboratorium als (experimenteel) klinisch
onderzoek. Elke vector heeft zijn eigen voordelen en beperkingen. Dit is de reden waarom er voor de
verschillende doeleinden zo veel verschillende vectoren gebruikt worden. Voor recente overzichten van
het gebruik van virale vectoren voor gentherapeutische behandelingen zie bijvoorbeeld Manchefio-
Corvo en Martin-Duque (2006) en Mandel en collega’s (2007). Virale vectoren worden niet alleen
toegepast voor gentherapeutische doeleinden maar ook als vector voor verschillende vaccins. Hierbij
worden specifieke antigen-producerende genen van een bepaalde ziekteverwekker met behulp van een
virale vector toegediend en door de vector vervolgens in doelcellen/weefsels gebracht op een wijze die
veel op de initi€le fase van een natuurlijke virusinfectie lijkt, maar waarbij niet de nadelige effecten
door virusverspreiding optreden. Na het inbrengen van de virale vector in cellen wordt door het aflezen
van het erfelijk materiaal van het virus het bedoelde antigeen aangemaakt. Meestal gaat het hierbij om
een transiente (tijdelijke) expressie. Het immuunsysteem herkent deze producten als “vreemd” antigeen
waardoor een specifieke immuunrespons wordt geinduceerd tegen de ziekteverwekker en/of cellen die
geinfecteerd zijn met deze ziekteverwekker. Zie onder andere Reyes-Sandoval en collega’s (2007) en
Dudek en Knipe (2006) voor meer details hierover.

DNA vectoren

Voor de transfer van naakt DNA wordt in de regel gebruik gemaakt van een DNA vector. Vaak heeft
een vector de vorm van een circulair stuk DNA (een plasmide). Voor grotere DNA fragmenten wordt
gebruik gemaakt van zogenaamde cosmiden die in bacterievirussen “ingepakt” kunnen worden.
Daarnaast zijn artifici€le chromosomen ontwikkeld, eerst van bacterién (BAC’s), later van gist (YAC’s)
en recent ook van de mens (HAC’s). Zulke HAC’s bezitten enkele kenmerken die ze heel attractief
maken voor gebruik bij gentherapie (Ren et al., 2006). HAC’s gedragen zich als normale chromosomen
en hun DNA capaciteit is enorm. Dit biedt de mogelijkheid om transgenen tot expressie te brengen in
een genetische omgeving die identiek is aan hun oorspronkelijke chromosomale omgeving. DNA-
transfers met behulp van HAC’s leiden niet tot DNA integratie maar tot autonome replicatie zodat er
geen gevaar is voor de novo oncogenese. HAC’s kunnen eenvoudig met behulp van microinjectie in de
pro-nucleus van eencellige embryo’s gebracht worden, maar er zijn ook andere manieren om met
HAC’s transgene dieren te ontwikkelen. Kuroiwa en collega’s (2002) bijvoorbeeld introduceerden
HAC’s met het complete locus van de humane lichte en zware immunoglobuline genen in fibroblasten
van koeien die vervolgens gebruikt werden voor kerntransplantatie. Het transgene nageslacht
produceerde humane immunoglobulinen in hun bloed.

2.2.2.3 Transgenese

De eerste transgene muizen werden al in 1975 geproduceerd. In 1985 werden de eerste transgene
varkens en schapen geboren. De tabel (Tabel 1) laat een aantal mijlpalen zien van transgenese bij
dieren.
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Om transgene dieren te verkrijgen (met het transgen in alle cellen, inclusief geslachtscellen) is het
noodzakelijk om exogeen DNA toe te voegen tijdens het ééncellig stadium van het embryo (zygoot). Er
worden hiervoor verschillende methoden gebruikt. De belangrijkste zijn: 1) het injecteren van naakt
DNA in de pronucleus van een eicel; 2) kerntransplantatie van genetische gemodificeerde (stam)cellen
naar “lege eicellen” (zie 2.2.1); 3) via sperma gemedieerde DNA transfer (zaadcellen hebben de
eigenschap om exogeen DNA te binden, het te internaliseren en het over te brengen naar odcyten tijdens
de bevruchting; 4) het gebruik van ex vivo geproduceerd transgeen sperma.

Tabel 1 Belangrijke mijlpalen uit de geschiedenis van transgenese bij dieren”’

Jaar Mijlpaal
1985 Transgene varkens en schapen
1986 Embryo klonering door kerntransfer in schapen
1991 Transgeen melkvee (onder andere stier Herman)
Transgene schapen die veranderde melk produceren
1992 Transgene varkens die resistent zijn tegen virale infectie
1994 Varkens die een remmer van het humane complement systeem produceren
1997 Somatische klonering door celkerntransfer in schapen (Dolly)
Transgene landbouwhuisdieren als een model voor humane ziekte
1998 Transgeen rundvee geproduceerd door celkerntransfer
2000 Transgene schapen geproduceerd door het gericht inbrengen van genen
2001 “Ecologisch correcte” transgene varken
2002 Productie van biologische polymeervezel door transgene cellen
Kalf met humaan kunstchromosoom
2003 Transgeen melkvee dat gewijzigde melkeiwitten produceert
Complete gen inactivatie in varkens
2004 Sequentiéle inactivatie van twee genen in runderen
2005 Transgene koe die resistent is tegen bacteriéle infectie (mastitis)

Er kunnen drie soorten transgenese uitgevoerd worden: 1) het toevoegen van genetische informatie aan
de bestaande erfelijke informatie, 2) het inactiveren van bestaande genen (knock-out mutanten), 3) het
modificeren van de expressie van specifieke genen (“knock down” mutanten, RNAi technologie, zie
2.2.2.6). Er zijn transgene dieren ontwikkeld voor tal van toepassingen, onder andere de productie van
humane eiwitten ten behoeve van de farmaceutische industrie (bijvoorbeeld humane factor X in
schapenmelk); de modificatie van dierlijke producten (bijvoorbeeld verhoogde caseine gehalte in
koemelk of knock-out van beta-lactoglobuline om hypoallergene melk te verkrijgen); het verwijderen
van specifieke antigenen in varkens ten behoeve van xenotransplantatie; het inactiveren van specifiecke
genen (bijvoorbeeld prion gen in muizen, schapen en koeien) ten behoeve van onderzoek aan
dierziekten; het toevoegen van genen om de gevoeligheid voor dierziekten te reduceren (bijvoorbeeld

? Deze tabel is een aangepaste versie van tabel 1 van Melo en collega’s (2007)
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mastitis, influenza, TGEV), het toevoegen van groeihormonen voor verhoogde groeisnelheid en
voerconversie, het toevoegen van plantaardig desaturase voor de productie van vlees met een hoger
gehalte aan niet-verzadigde vetzuren, het toevoegen van een bacterieel fytase om de fosfaat uitstoot van
varkens te reduceren, enzovoorts. De meeste knock-out dieren (muizen) zijn ontwikkeld ten behoeve
van het fundamenteel wetenschappelijk onderzoek.

2.2.2.4  Gentherapie

Gentherapie is het genezen van aandoeningen met een genetische oorzaak door specifiek genetisch
materiaal in te brengen in het DNA van een ziek individu. In theorie is het mogelijk om zowel
somatische cellen als geslachtscellen genetisch te veranderen door het inbrengen van exogeen DNA.

Bij de mens zijn tot nu toe alle gentherapie experimenten gericht op somatische cellen. Gentherapie van
somatische cellen kan onderverdeeld worden in twee categorieén: 1) ex vivo, hierbij worden somatische
cellen of stamcellen genetisch gemodificeerd buiten het lichaam en na selectie teruggeplaatst in het
lichaam; 2) in vivo, hierbij worden cellen in het lichaam direct gemodificeerd. Voor beide methoden
zijn verschillende DNA transfer methoden beschikbaar (zie 2.2.2.2). Er worden verschillende methoden
toegepast om een defect gen door middel van gentherapie te vervangen of te repareren: een normale
vorm van het gen kan in het genoom geintegreerd worden op een niet specifieke locatie; het abnormale
gen kan vervangen worden door de normale vorm door middel van homologe recombinatie; het
abnormale gen kan gerepareerd worden door gerichte mutagenese; en de expressie van het abnormale
gen kan uitgeschakeld worden. De toepassing van gentherapie stuit nog op een aantal problemen, 1) het
effect van gentherapie, zeker bij delende somatische cellen, is meestal van korte duur, 2) integratie van
het transgen op een verkeerde plek in het genoom kan tumoren veroorzaken, 3) inductie van ongewenste
immuun responsen die het effect van de therapie reduceren, 4) inductie van toxische effecten en
ontstekingsreacties vooral bij gebruik van virale vectoren, 5) gentherapie is vooral geschikt voor
genetische aandoeningen gebaseerd op één enkel defect gen en veel minder voor multifactoriéle
genetische aandoeningen, 6) er zijn belemmeringen op basis van ethische en religieuze overwegingen.
Desalniettemin zijn er inmiddels een aantal succesvolle gentherapieén gerapporteerd, waaronder die
voor het verhelpen van ernstig gecompromitteerde immuundeficiéntie (Severely Compromised
Immunodeficiency, SCID; referentie Cavazzano-Calvo et al., 2004).

2.2.2.5 DNA vaccinatie

DNA vaccinatie is een experimentele techniek om organismen te beschermen tegen infectieziekten door
het inspuiten van naakt DNA in spierweefsel. Hiervoor wordt eerst een gen van een ziekteverwekker in
de reageerbuis vermeerderd. Na vaccinatie nemen spiercellen het DNA op en zijn ze in staat om het
antigeen waarvoor het DNA codeert te produceren. Het immuunsysteem herkent het product als een *
vreemd” antigeen waardoor een specificke immuun respons wordt geinduceerd tegen de desbetreffende
ziekteverwekker. Een aantal experimentele trials, ook in mensen, hebben intussen laten zien dat het
principe van DNA vaccinatie werkt (zie bijvoorbeeld Drape et al, 2006), niet alleen tegen
infectieziekten maar ook tegen auto-immuunziekten (Ferrera et al., 2007). Recent is het eerste
veterinaire DNA vaccin door USDA goedgekeurd, dit vaccin biedt paarden bescherming tegen het West
Nile virus (CDC, 2005). De belangrijkste voordelen van DNA vaccinatie zijn: betere expositie van
antigene peptiden aan het immuunsysteem door de langdurige endogene synthese van het antigeen;
betere antigeen processing en presentatie; co-expressie van andere antigenen eenvoudig te
verwezenlijken; goedkope productie; en DNA vaccins lijken relatief veilig. De meest primitieve vorm
van DNA vaccinatie bestaat uit het injecteren van DNA met behulp van een injectiespuit. In de
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afgelopen jaren zijn een groot aantal variaties hierop ontwikkeld, onder andere het gebruik van
zogenaamde “Gene Guns” (met behulp van micropartikels van goud of van biologische afbreekbare
polymeren [PLG]), Biojets, in-vivo electroporatie of tatoeage. Al deze varianten hebben tot doel om de
efficiéntie van DNA transfer naar de targetcellen te verhogen. Bij tatoeage wordt niet in de spier, maar
in de huid gevaccineerd. Nadat een kleine hoeveelheid DNA vaccin op de huid is gedruppeld, wordt het
vaccin met een tatoeageapparaat in een paar seconden in tienduizenden gaatjes in de huid geponst. Dit
zorgt voor een lichte huidbeschadiging en voor een betere mobilisatie van afweercellen. Hierdoor komt
de immuun reactie sneller en heviger op gang. Naast intramusculaire en intra-dermale methoden van
naakt DNA transfer zijn er, voor (gen)therapeutische doeleinden, ook andere toedieningmethoden
beschreven waaronder systemisch, intraveneus, intrapleuraal, intrapericardiaal, intraorgaan, of met
behulp van katheters. Hoewel de techniek van “DNA vaccinatie” is ontwikkeld voor DNA-transfer van
antigeen-coderende genen, kan de techniek natuurlijk ook worden toegepast voor andere genen dan
antigeen-coderende genen.

2.2.2.6 RNA-interferentie

RNA-interferentie (RNAI) is een biologisch verschijnsel dat onder andere een rol speelt bij de afweer
tegen virussen. Het is een mechanisme waarmee de activiteit van specifieke genen geremd kan worden.
De blokkade vindt plaats op het niveau van het mRNA waardoor er geen eiwit meer gevormd wordt.
Het was al langer bekend dat met korte synthetische antisenseketens van een mRNA molecuul, de
eiwitsynthese vanaf dit mRNA geremd kan worden en dat het mRNA daarna versneld wordt
afgebroken. Aan de basis van RNAI liggen sequenties in het genoom die coderen voor kleine RNA
moleculen die complementair zijn aan het uit te schakelen mRNA. Deze kleine RNAs worden eerst
herkend door een enzym en vervolgens in kleinere fragmenten geknipt, de zogenaamde "short
interfering RNAs" (siRNA) van ongeveer 25 basenparen. Deze siRNAs zijn verantwoordelijk voor de
uiteindelijke blokkade en versnelde afbraak van het mRNA. RNAi wordt in het moleculair biologisch
onderzoek al langer gebruikt om genen uit te schakelen, of beter gezegd om de expressie van gen te
remmen (knock-down mutanten). Dit wordt in het fundamenteel onderzoek toegepast om de functie van
genen vast te stellen. Het mechanisme werkt niet altijd target specifiek en kan dus pleiotrope effecten
hebben. In 2006 kregen de Amerikanen Fire en Mello een Nobelprijs voor hun werk aan RNA
interferentie. Een aantal aandoeningen bij mensen zouden met RNAi technologie in combinatie met
gentherapie doeltreffend(er) behandeld kunnen worden. Ook lopen er bijvoorbeeld onderzoekslijnen
om in transgene muizen en kippen resistentie tegen influenza te induceren door gebruik te maken van de
RNAI technologie waarbij onder andere de immuunrespons-onderdrukkende activiteit en de
vermeerdering van het virus geremd worden door RNAI (Tizard et al, 2007). Vanwege de “genetic
drift” van het influenzavirus is het belangrijk doelsequenties te kiezen die geconserveerd blijven in de
verschillende virus-mutanten die kunnen ontstaan.

2.2.2.7 Detectie van producten van recombinant DNA technieken
Voor de detectie van DNA dat codeert voor lichaamseigen eiwitten geldt dezelfde problematiek met
betrekking tot detectie als hierboven (paragraaf 2.2.1.5).

Als een gen ingespoten wordt bij een dier zal het door de lichaamscellen worden opgenomen en
vervolgens vertaald worden in eiwit. Zowel het ingespoten gen als het geproduceerde eiwit zullen
locaal op de injectieplaats aanwezig zijn en daar hun werk doen. Als het effect beperkt blijft tot de
injectieplaats (bijvoorbeeld in een spier) is het alleen mogelijk om met behulp van biopten de
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aanwezigheid van het gen of het eiwit aan te tonen. Echter als de injectieplaats niet bekend is, is het
vrijwel ondoenlijk om het betreffende gen of eventueel geassocieerde chemicalién zoals adjuvantia of
transfectiemiddelen op te sporen. Het is zoeken naar een naald in een hooiberg.

Indien sprake is van de toediening in de vorm van een virale vector (transductie) is het eventueel
mogelijk om een antilichaamrespons te meten tegen eiwitten van de virale vector. In dat geval moet het
dier bij voorkeur seronegatief zijn voor deze virale vector.

De effecten van bepaalde vormen van gentherapie, bijvoorbeeld genetische bloeddoping, zijn niet
beperkt tot de injectieplaats en kunnen effecten teweeg brengen in andere delen van het lichaam. Het is
haast onmogelijk om dit op het spoor te komen indien er geen onderscheid kan worden gemaakt tussen
het lichaamseigen eiwit en het eiwit dat door het toegediende gen wordt geproduceerd. De enige
mogelijkheid zou zijn om een onnatuurlijke verhoging aan te tonen ten opzichte van de normale situatie.
Het is echter de vraag of deze normale situatie voldoende stabiel is en met voldoende zekerheid kan
worden vastgesteld. Bovendien kan dit door externe of interne factoren per individueel dier of ras
mogelijk sterk variéren.

In principe zou het mogelijk zijn om niet het eiwit zelf maar de effecten van het eiwit als uitgangspunt
te gebruiken. De (over)expressie van een bepaald eiwit zal effecten veroorzaken die afwijken van de
normale situatie. Dit kan bijvoorbeeld een verandering zijn in de expressie van verschillende genen of
de daaruit resulterende verandering in eiwitexpressie. Met behulp van DNA micro-array analyses is het
mogelijk om verschillen in genexpressie profielen van een groot aantal genen te meten. Met behulp van
proteomics technieken is het mogelijk om differentiéle expressie van eiwitten te bestuderen.
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3 Mogelijke impact van gentechnologie op veehouderij,
fokkerij, veterinaire praktijk, dierwelzijn en -gezondheid

3.1 Mogelijke impact van klonering door somatische celkerntransfer

Ervan uitgaande dat kloneren toegestaan zou worden, zou een homogenere samenstelling van kuddes
met gekloneerde dieren een gunstig effect kunnen hebben voor veehouderij, door onder andere de
homogene kwaliteit van het eetbare product. Anderzijds zouden ook ziektes en dergelijke zich
makkelijker kunnen verspreiden door een homogene populatie. Identificatie van gekloneerde dieren
met DNA paspoort en dergelijke vraagt wellicht ook een andere aanpak indien er geen of nauwelijks
verschillen in het genetisch materiaal voorkomen. Afhankelijk van het al dan niet hebben van een
GGO-status van deze dieren zouden er additionele maatregelen nodig zijn voor inperking, etikettering
van de producten en internationale handel. Voor fokkerij is de versnelde introductie van bepaalde
wenselijke eigenschappen in een populatie met genetisch identieke klonen een mogelijk voordeel.

Een homogenere samenstelling van de veestapel die bestaat uit gekloneerde dieren heeft voor- en
nadelen. Aan de ene kant zal een genetisch homogenere groep dieren het management vereenvoudigen,
aangezien de dieren nagenoeg dezelfde eisen stellen. Bijvoorbeeld in het geval van dieren voor de
vleesproductie is het voor de veehouder van economisch belang om zijn dieren op leeftijd van slachten
op een homogeen gewicht te hebben. In het huidige systeem zijn de dieren in een dergelijke groep
genetisch niet gelijk. Dit veroorzaakt verschillen in eindgewicht, omdat de een meer aanleg heeft voor
groeien dan de ander. Bij een groep gekloneerde dieren zal deze genetische variatie een minder
belangrijke rol spelen. Dit betekent echter ook een nadeel: als er geen genetische variatie bestaat dan
kan er ook niet geselecteerd worden. Het is dus zaak dat de fokkerijorganisaties een grote populatie van
niet gekloneerde dieren in stand houden, zodat de genetische variatie gewaarborgd blijft en genetische
verbetering mogelijk blijft. De fokkerij organisaties kunnen dan de klonen als eindproduct aanbieden
aan de veehouders. Logistiek gezien zal dit in de varkens- en pluimveefokkerij een minder groot
probleem zijn dan in de rundveefokkerij, aangezien de dieren die gebruikt worden voor selectie in het
geval van de varkens- en pluimvee-industrie in handen zijn van commerciéle fokkerij-organisaties. In
het geval van de melkvee-industrie zijn de mannelijke dieren vaak in handen van de industrie terwijl de
meeste vrouwelijke dieren in eigendom van de individuele veehouders zijn.

Een ander aspect van het houden van grote groepen genetisch identieke dieren, zowel gekloneerd als
niet-gekloneerd, is het risico op ziekte insleep. De dieren zijn genetisch identiek en daarmee is hun
afweer ook genetisch identiek. In een gewone populatie zal het ene dier beter bestand zijn tegen de ene
infectie en een ander dier beter tegen een andere infectie. Hiermee wordt het risico van vernietiging van
de populatie door een uitbraak van een besmettelijke en fatale ziekte beperkt. Dit risico bestaat wel
degelijk in het geval van een genetisch identieke populatie. Ook het pathogeen zal profiteren van deze
identiekheid, aangezien deze nu de kans krijgt om zo te evolueren dat de gastheer nog minder goed
bestand is tegen zijn invasie. In een normale populatie is er sprake van gastheer-pathogeen co-evolutie,
hetgeen in het geval van gekloneerde dieren tot een kudde-pathogeen relatie verwordt, tenzij de
klonering pas in de laatste fase voor het eindproduct wordt uitgevoerd.
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Voor de genetische verbetering van een populatie kan het aantrekkelijk zijn om met behulp van
somatische celkerntransfer nieuwe eigenschappen in te brengen, of een verloren eigenschap terug te
halen. Resultaten tot nog toe lijken erop te wijzen dat het dier geboren uit somatische celkerntransfer
weliswaar kans heeft de gewenste eigenschap inderdaad tot expressie te brengen, maar het is zeker niet
gegarandeerd dat nakomelingen van het dier dat ook zullen doen. De techniek is nog steeds in het
experimentele stadium en gezien de lage succesratio en de hoge kosten is het de vraag of dit ooit op
commerciéle schaal zal worden toegepast. Bovendien kan er door klassieke genetische selectie, zeker
als genomische informatie wordt meegenomen, al zoveel bereikt worden dat het niet waarschijnlijk is
dat deze techniek veel toegepast zal gaan worden. Bovendien zijn landbouwhuisdieren niet duur, dus
voor “gewone” dieren die worden gehouden voor productie van levensmiddelen van dierlijke oorsprong
zouden de kosten mogelijk niet tegen de baten kunnen opwegen.

Een andere situatie ontstaat als de regelgeving aangepast wordt voor de productie van dieren die
genetisch gemodificeerd zijn ten bate van productie van een geneesmiddel(component). Het zou
kunnen dat dieren deze componenten sneller en goedkoper kunnen produceren dan via de artifici€le weg
mogelijk is.

Een additionele toepassing van klonering van landbouwhuisdieren zou niet-landbouwkundig kunnen
zijn. In de Verenigde Staten is in 2006 een beroemd rodeo race paard gekloneerd door een commerciéle
firma om zo de unieke genetische eigenschappen te bewaren (Viagen, 2006a). Er waren 4 pogingen
nodig om een geslaagd exemplaar te verkrijgen. Ook voor andere waardevolle sportpaarden wordt deze
service aangeboden (Viagen, 2006b). Hoewel gekloneerde dieren wettelijk waarschijnlijk niet mee
mogen doen bij wedstrijden is er weinig kans dat ze ontdekt worden.

Met betrekking tot dierenwelzijn en —gezondheid zijn er gegevens in de literatuur die op mogelijke
complicaties bij klonering door celkerntransfer duiden. Gekloneerde runderen vertonen bijvoorbeeld
vaak een verminderde fertiliteit door een verhoogde foetale en embryonale resorptie, terwijl ook
cardiopulmonaire en placentale afwijkingen optreden en laesies in het skelet en spiersysteem (Hill et al.
1999). Post mortem onderzoek van lammeren en kalveren die doodgeboren waren of kort na de
geboorte waren gestorven na klonering door celkerntransfer of in vitro embryocultuur vertoonden een
breed scala aan afwijkingen (Van Reenen and Blokhuis, 1997). Dit betrof onvolledige ontwikkeling
van het vaatstelsel of het urogenitale stelsel (Campbell et al., 1996), thymus atrofie en lymfopenie
voorafgegaan door ernstige anemie (Renard et al., 1999) en hersenbeschadigingen (Schmidt et al.,
1996).

Omdat deze afwijkingen, die in experimentele dieren zijn waargenomen, voor de economische waarde
van de dieren ook nadelig zullen zijn, is het waarschijnlijk dat in de praktijk de gezonde exemplaren
voor verdere commercialisering geselecteerd zullen worden. Ook zal in de veiligheidsbeoordeling een
vergelijking gemaakt worden tussen het gekloneerde dier en een conventionele tegenhanger, waarbij
deze verschillen ook aan bod komen (zie desbetreffend hoofdstuk hieronder). Behalve de focus op
veiligheid van de consument zal hierin ook de veiligheid voor de gezondheid en het welzijn van het dier
beschouwd dienen te worden, ondermeer binnen het raamwerk van de ethische toetsing.
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3.2 Mogelijke impact van transgene dieren

Transgene dieren die geproduceerd zijn met behulp van recombinant DNA technologie kunnen
wezenlijk anders zijn dan dieren uit de “oorspronkelijke populatie.” In de Verenigde Staten is
bijvoorbeeld een sneller groeiende zalm ontwikkeld met een additioneel ingebracht gen dat codeert voor
de aanmaak van groeihormoon. Deze zalm zal in de Verenigde Staten waarschijnlijk binnenkort
commercieel op de markt komen. Voor kweekvissen zijn verschillende mogelijke maatregelen
beschreven om ongewenste verspreiding van transgene kenmerken te voorkomen, zoals het steriliseren
van vissen door triploidie en het houden van vissen in faciliteiten zonder toegang tot open water. Voor
dieren die met groeihormoon gemodificeerd zijn, zoals vissen, is het selecteren op grootte in verband
met de invloed van grootte op het onderlinge gedrag gewenst (Hallerman et al., 2007). Ook zouden bij
kortere generatietijden en eerdere hormonale veranderingen jonge kweekzalm bijvoorbeeld eerder van
zoet naar zout water dienen te worden overgezet. Bij het gebruik van induceerbare/rembare transgenen
zijn aparte toevoegingen van de remmer/inducerende substantie aan het voer nodig. Bij internationale
handel dienen deze dieren aangemeld te worden als levende gemodificeerde organismen bij het
Biosafety Clearinghouse onder het Cartagena protocol voor biodiversiteit.

Bij landbouwhuisdieren is deze vraag nog niet actueel. In Nederland is er een verbod op het produceren
van transgene dieren voor voedselproductie. Transgene proefdieren, zoals “knock-out” muizen waar
een bepaald gen buiten werking is gesteld, zijn wel toegestaan. Het houden van deze dieren is aan
strenge eisen verbonden, om ontsnapping en vervolgens menging met de wilde soortgenoten te
voorkomen. Een dergelijk gevaar zal bij landbouwhuisdieren veel minder groot zijn. Wilde
soortgenoten zijn er niet voor het rund en de kip, en er zijn in Nederland geen gevallen bekend van
varkens die na uitbraak met hun wilde soortgenoten hebben gepaard. Wel bestaat de mogelijkheid dat
dieren, na menging met niet transgene soortgenoten uit bijvoorbeeld een naburig hok of weiland, hun
transgenese ongepland doorgeven. Indien dit niet wordt opgemerkt, kunnen op die manier dierlijke
producten voor consumptie op de markt komen die door (nakomelingen van) transgene dieren zijn
geproduceerd. Voor de geloofwaardigheid en de productgarantie is het van essentieel belang dat de
transgene dieren geen kans krijgen te paren met niet-transgene dieren. Hiertoe zou de huisvesting in
sommige gevallen (buiten gehouden dieren als melkvee) aangepast dienen te worden, regelgeving
moeten komen op het vervoer en de verwerking van de producten, en etikettering in de winkels.

Door het gebruik van recombinant DNA technieken kunnen bepaalde kruisingschema’s van wenselijke
eigenschappen in de fokkerij vermeden worden. Wel dienen de gemodificeerde dieren eerst op de meest
optimale expressie en fenotypische kenmerken geselecteerd te worden. Ook dient het werken in de
labfaciliteiten en dergelijke die transgeen materiaal gebruiken in de eerste stadia aan extra
veiligheidseisen te voldoen.

In het algemeen lijkt het alleen interessant voor de fokkerij als zeker is dat de recombinatie door wordt
gegeven aan de nakomelingen en daar ook werkt. De expressie is namelijk met name interessant in de
commerciéle productiedieren, en niet per se in de dieren die voor de fokkerij worden gebruikt. Het
gebruik van recombinant DNA technieken zal alleen interessant zijn wanneer de kosten per dier
dusdanig laag zijn dat de opbrengst opweegt tegen de investering. Daar is op dit moment nog geen
sprake van. Wel is het zo dat dieren ook zonder recombinant DNA door spontane mutaties al
eigenschappen kunnen hebben die uniek zijn en gewenst in de rest van de populatie. Voorbeelden
hiervan zijn de dubbele bespiering bij schapen, koeien, mensen, honden, die wordt bepaald door een
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mutatie in het callipyge-gen, zoals voor schapen beschreven door Freking en collega’s (2002). Een
mutatie in het groeihormoon kan ook interessant zijn om te identificeren, zoals bijvoorbeeld een mutatie
in IGF2 met een sterke invloed op de spiergroei bij varkens (Van Laere et al., 2003).

Mochten gemodificeerde dieren in de fokkerij worden gebruikt, dan is het van belang om ook aandacht
te besteden aan de kwaliteiten van die dieren voor andere kenmerken waarop ook geselecteerd worden.
Anders wordt er wel vooruitgang geboekt op het kenmerk waarvoor dieren gemodificeerd zijn, maar
niet, of mogelijk zelfs achteruitgang, op andere kenmerken, hetgeen niet alleen voor genetische
gemodificeerde dieren geldt. Bijvoorbeeld, selectie op dieren die gemodificeerd zijn op IGF2 zullen in
een fokprogramma ook goed moeten scoren op kenmerken als gezondheid en reproductiecapaciteit. Dit
houdt in dat er voldoende aantallen gemodificeerde dieren geproduceerd moeten worden om aan deze
eisen te kunnen voldoen.

Bij de productie van gemodificeerde dieren zullen de nodige voorzorgsmaatregelen worden genomen in
de laboratoria zodat verontreiniging van ander DNA materiaal met gemodificeerd DNA materiaal niet
tot de mogelijkheden behoort. Daar zijn al richtlijnen voor opgesteld ten behoeve van de productie van
gemodificeerde laboratoriumdieren. Deze richtlijnen kunnen mogelijk direct gekopieerd worden voor
gebruik bij landbouwhuisdieren.

In het algemeen kan geconcludeerd worden dat de gevolgen voor dierenwelzijn en gezondheid athangen
van welke genen beinvloed worden (transgeen zijn gemaakt). Daarnaast zullen transgene dieren
mogelijk anders gehuisvest worden, wat ook invloed kan hebben op hun welzijn. Daar zal rekening
mee gehouden moeten worden bij het ontwerp van zulke huisvesting.

Een aantal voorbeelden van mogelijke effecten op dierenwelzijn en gezondheid zijn uit de literatuur
bekend. Transgene dieren worden sinds 20 jaar geproduceerd en naast successen blijken er nog zaken
mis te gaan (Niemann et al., 2005). In een overzicht van transgene productiedieren en hun toepassingen
(Harper et al., 2003) blijken er vele mogelijkheden te zijn, maar veel onderzoek is niet publiek
beschikbaar zodat er met name op de experimentele mislukkingen op dit gebied weinig zicht is.

Van Reenen en collega’s (2001) beschrijven in hun overzichtsartikel problemen bij de partus,
verhoogde abortus incidentie, meer aangeboren afwijkingen, verlengde dracht, verhoogde perinatale
sterfte, verhoogd geboortegewicht en andere afwijkingen bij transgene dieren (onder andere Van
Reenen and Blokhuis, 1997, Schnieke et al., 1997; Hill et al., 1999; McCreath et al., 2000). Ook
veranderde groei van organen en weefsels (onder andere hart en lever) bij transgene lammeren is
aangetoond (Sinclair et al., 1999). Transgene kalveren bleken zwakker en hadden vaker medische hulp
nodig na de geboorte (Garry et al., 1996).

Om infectie met spongieuze encephalitis te voorkomen zijn schapen transgeen voor het prionlocus
gemaakt, echter de gekloneerde lammeren stierven kort na de geboorte (Denning et al., 2001).

Introductie van schapen metallothioneine groeihormoon gen in varkens leidde tot enkele dieren die hoge
gehaltes aan oGH (ovine-GH) tot expressie brachten, wat bij sommige dieren door Zn suppletie nog
eens 20 x verhoogd kon worden. De dieren vertoonden verder een vergrote lever, nier, bijnier en
schildklier, en het karkas was minder vet en bevatte meer eiwit en water dan niet transgene nestgenoten
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(Pursel et al., 1997). Naast groeihormoon kan ook expressie van insuline like growth factor I (IGF-I) in
transgene varkens de spieraanzet beinvloeden (Pursel et al. 2004). Hoewel de transgene dieren iets
minder vet en iets meer spierweefsel hadden dan de controles verschilde de groei en voederconversie
nauwelijks. Bij transgene muizen en varkens met extra groeihormoon worden soms afwijkingen in de
organen waargenomen, zoals in de nieren of lever of in het bindweefsel (Wanke et al., 1991, Pinkert et
al., 1994). Ook verminderde vruchtbaarheid, kortere levensduur, hartafwijkingen en levertumoren zijn
waargenomen in transgene muizen gemodificeerd met groeihormoon (Brem et al. 1989; Wolf et al.,
1993). Transgene varkens met een rundergroeihormoon construct (phosphoenolpyruvate
carboxykinase-bovine growth hormone construct, PEPCK-bGH) vertoonden niet de nierafwijkingen die
bij muizen zijn waargenomen, maar wel sterk vergrote glomeruli in de nier (Pinkert et al., 1994).

Transgene Coho zalmen die een over-expressie van groeihormoon hebben, zijn op 15 maanden 11 x
groter dan de controles (Devlin et al., 1994). Echter versnelde groei geeft grotere kwetsbaarheid,
grotere sterfte en gebrekkige aanpassing bij minder gunstige omstandigheden (Devlin et al., 2004,
Sundt-Hansen et al., 2007). Hoewel gesteld wordt dat transgene zalmen minder kans hebben te
overleven in het wild bleken de transgene dieren bij beperkte predatorstudies niet te verschillen in
overlevingskansen van controles (Vandersteen Tymchuk et al., 2005).

Melkproductie is ook een veld waar veel ge€xperimenteerd is om via transgenese bepaalde eiwitten,
koolhydraten of vetten meer of minder in de melk te krijgen. Zo zijn er muizen gecre€erd met
verminderd lactose gehalte in de melk. Muizen die homozygoot knock-out waren voor a-lactalbumine
bleken dermate viskeuze melk te produceren dat ze hun jongen niet konden voeden (Stinnakre et al.,
1994).

Zoals hierboven opgemerkt voor met behulp van somatische celkerntransfer gekloneerde dieren, dienen
de risico’s voor de diergezondheid van de door genetische modificatie ingebrachte eigenschappen voor
transgene dieren beoordeeld te worden in het kader van de “vergelijkende veiligheidsbeoordeling” van
GGO’s (zie hieronder). In dit opzicht dienen de transgene dieren zelf ook als een “sentinel” voor de
mogelijke effecten van de modificatie op dier en mens, voor laatstgenoemde als consument van de
eetbare delen van het gemodificeerde dier. Daarnaast spelen bij effecten op diergezondheid en —welzijn
ook de ethische aspecten een belangrijke rol, die niet alleen belangrijk zijn voor de wettelijke
toelatingsprocedure voor GGO’s en andere biotechnologie€n, maar ook voor acceptatie in de markt.

3.3 Mogelijke impact van gentherapie en DNA vaccins

Verschillende mogelijke complicaties zijn gemeld met gentherapie, met name in proefdieren en bij
humane subjecten (zie hieronder). Naast effecten van de beoogde nicuwe eigenschappen die door de
genetische modificatie zijn ingebracht, zijn er ook andere oorzaken denkbaar die tot complicaties
kunnen leiden. De condities van DNA integratie zijn bijvoorbeeld minder controleerbaar indien
bijvoorbeeld de DNA overdracht niet buiten het lichaam plaatsvindt (zoals in geisoleerde cellen die
vervolgens weer worden ingebracht), hetgeen tot secundaire effecten kan leiden. De eigenschappen van
de vectoren gebruikt voor gentherapie en DNA vaccins zelf kunnen ook een punt van aandacht zijn,
bijvoorbeeld de activiteit van de ingebrachte virussen. Anderzijds kan het gebruik van zuiver DNA
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voor DNA vaccins als alternatief voor bijvoorbeeld vaccins bestaande uit verzwakte pathogenen het
gebruik van pathogeen materiaal helpen vermijden.

Bij makaken zijn complicaties gemeld bij het gebruik van rode bloedcel verhogende gentherapie (een
soort EPO), waarbij de concentratie rode bloedlichaampjes zo hoog werd dat het bloed te dik werd en
dagelijks vloeistof toegediend moest worden. Tevens is bij een aantal dierendieren uiteindelijk een
immuunreactie gestart tegen de bloedcellen gemaakt via gentherapie, en zo ook tegen de eigen rode
bloedcellen. Deze makaken ontwikkelden zware vormen van anaemie (Chenuaud et al., 2004; Gao et
al., 2004). Dit voorbeeld geeft aan dat het gebruik van gentherapie door lokaal inspuiten van DNA,
athankelijk van de intentie, nu nog niet zonder risico’s is. Het is zeer waarschijnlijk dat dergelijke
ongewenste effecten ook bij landbouwhuisdieren op kunnen treden. Afhankelijk van hoe makkelijk het
is om aan DNA vaccins te komen, en afhankelijk van op wat voor termijn neveneffecten op kunnen
treden, zou het criminele circuit toch gebruik kunnen gaan maken van met name spiervergrotende
middelen. Gevolgen voor de diergezondheid zullen afhangen van bovengenoemde timing van de
risico’s. Wanneer deze risico’s te groot zijn zal het voor de toepasser minder interessant zijn omdat de
meeropbrengst dan wegvalt tegen de verliezen die optreden door de neveneffecten (misschien zelfs
uitval).

Voor de veehouderij en fokkerij kan deze techniek ook consequenties hebben. Indien gentherapie en
DNA vaccins op de boerderij dienen te worden toegepast zal dit het gebruik van aangepaste apparatuur
en beschermende maatregelen met zich meebrengen.

Wanneer de kosten voor DNA therapie die bijvoorbeeld een spiervergrotende werking hebben laag zijn,
en wanneer de gevolgen voor het dierenwelzijn goed beschreven zijn, dan kan het zijn dat het voor
veehouders interessant wordt om bijvoorbeeld voor de slachtdatum een dergelijke therapie vaccin op
hun dieren toe te passen. Of alleen aan die dieren die iets achterblijven om zo de uniformiteit te
verhogen. Gezien de kosten, en gezien de successen die reguliere fokkerij bereikt, lijkt het vergezocht
dat dergelijke technieken standaard worden. Zeker omdat vleesproducerende fokdieren over het
algemeen in handen zijn van een commercié€le organisatie en er dus geen reden is om individuele dieren
“op te pompen” om er beter uit te zien voor de verkoop. Dit zou bij schapenvleesrassen wel een rol
kunnen spelen omdat daar een handel bestaat in rammen welke met name gebaseerd is op het uiterlijk.
Een extra ontwikkelde bespiering kan daar extra winst betekenen. Voor de fokkerij zal DNA therapie
geen rol spelen omdat de dieren meestal op basis van fokwaardeschatting worden geselecteerd. Het
helpt dan niet een enkel dier te behandelen.

Andere categorieén dieren waarvoor toepassing van gentherapie interessant is zijn de draf- en
renpaarden en "greyhounds" (windhonden). Niet zozeer in Nederland, waar de sport relatief erg klein is
en er weinig wordt gewed, maar zeker in een groot aantal andere landen zoals de Angelsaksische landen
en Japan. Met name in de rensport, maar ook in de drafsport en bij de racehonden, gaan grote sommen
geld om. In de rensport, bijvoorbeeld, is 20.000 Euro’s voor een dekking door een bekende hengst
zeker geen uitzondering. Mogelijk zou de toepassing van de nieuwe technologie ook voor de dressuur-,
spring- en andere takken van paardensport aantrekkelijk kunnen zijn, maar daar gaat aanzienlijk minder
geld in om. Voor al deze categorieén van ren- en paarden-sport kunnen ook de ontwikkelingen bij de
atletiek en aanverwante sporten op het gebied van gendoping interessant zijn. Ook al omdat gendoping
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op het individu zelf inwerkt, en dat is in dit geval precies wat de bedoeling is: winst (van competities)
betekent immers geld. Het is van veel minder belang hierbij wat de nakomelingen zullen doen.

Factoren die mogelijk interessant om de prestaties te verbeteren zijn bijvoorbeeld genen die de

bespiering, de bloedproductie of de zuurstofcapaciteit van het bloed regelen, en genen die de

pijnperceptie modificeren (Filipp, 2007).
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4 Genetische technieken bij dieren versus gendoping bij
mensen

Analoog aan sport-doping, namelijk het gebruik van prestatievergrotende middelen die tot unfaire
praktijen in de sport leiden, is de werk-definitie van gen-doping voor dit rapport de niet-geautoriseerde
toepassing van genetische modificatie voor de verbetering van prestaties in sporters. Overigens zijn er
op het gebied van bijvoorbeeld anabolica, overeenkomsten tussen de stoffen die in het verleden voor
sportdoping zijn gebruikt en als illegale hormonen in de vleesproducerende landbouwhuisdieren. Voor
gen-doping zullen waarschijnlijk evenzeer parallellen getrokken kunnen worden tussen sport en
dierlijke productie.

In Amerika gebruikt bijvoorbeeld 95% van de veetelers hormonen (meestal anabole steroiden en/of
beta-agonisten, maar ook groeihormoon) op overigens legale wijze. Hormoonvrije vleesproductie komt
daar nauwelijks voor (Koert, 2003). Hoewel voornamelijk toegepast in runderen ten behoeve van een
verhoogde melkproductie, is groeithormoon (GH) ook zeer effectief gebleken in het bevorderen van
groei en vleesopbrengst in varkens, schapen en runderen. Recombinant geproduceerd groeihormoon of
somatotropine (rpST) is goedgekeurd voor gebruik in varkens in verschillende landen, maar niet in de
Verenigde Staten. Toepassing van de bovine of ovine analogen rbST en roST is niet toegestaan voor de
productie van vleesrunderen of voor lamsvlees productie (Dikeman, 2007).

Behalve door rechtstreekse toediening van het hormoon kan het beoogde effect ook worden verkregen
door injectie van het corresponderende gen. Voor zover bekend wordt injectie van DNA tot nu toe
alleen toegepast binnen de medische wetenschap voor therapeutische doeleinden. Zo wordt
bijvoorbeeld het VEGF gen toegediend voor het bevorderen van bloedvatvernieuwing in patiénten met
coronaire aandoeningen, waarbij gebruik wordt gemaakt van virale vectoren (Van Weel et al., 2004).
De vrees bestaat dat toediening van genen ook zal worden toegepast voor niet-medische doeleinden,
zoals prestatiebevordering in de sport (gendoping), of opbrengstverbetering in de veehouderij.

4.1 Kwantiteit

Groeihormoon is een natuurlijk anabool hormoon, dat tijdens het gehele leven geproduceerd wordt door
de hypofyse. Het bevordert de groei van spieren en botten, en het verbranden van vet. Een soortgelijke
werking heeft het hormoon IGF-1; het wordt geproduceerd in de lever en in spieren, onder invloed van
GH en veroorzaakt naast prestatieverhoging ook een toename van de spiermassa (Lee et al., 2004). De
genen voor GH of IGF-1, of het gen voor het GH-regulerende peptide GHRH, kunnen worden
ingebouwd in verzwakte virussen, en vervolgens na injectie in dieren zorgen voor een meer efficiénte en
vergrote aanzet van vlees.

Voor de vleesproductie zouden ook met myostatine gemodificeerde, transgene dieren interessant zijn.
Myostatine is een negatieve groeifactor voor spiergroei in muizen, runderen en mensen. Mutaties voor
myostatine leiden tot de dubbelgespierde dieren. Hetzelfde effect als deze mutaties zou in theorie ook
middels gendoping bewerkstelligd kunnen worden ten behoeve van opbrengstverbetering,bijvoorbeeld
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met behulp van inactivatie van het gen voor myostatine, onder andere door gen mutatie of door het
vergroten van het aantal kopieén van het follistatine gen waardoor myostatine wordt geinactiveerd (Lee,
2007). De mutatie is tot dusver voornamelijk aangetoond als een natuurlijke variant in runderen (het
dikbilrund Belgische Blauwe). De verwachting is echter dat het myostatine gen gebruikt kan worden
voor verhoogde vleesopbrengst in andere runderrassen, en zelfs in schapen, varkens, geiten, etcetera
(Bellinge et al., 2004), naar analogie van de supergespierde muis (“Schwarzenegger muis,” referentie
Lee, 2007). Transgene dubbelgespierde muizen zijn al ontwikkeld, deze vertoonden bij een hoog
vetdieet nog meer spiergroei en zetten minder vet aan dan controles (Yang and Zhao, 2006).

4.2 Kwaliteit

Behalve voor vergroting van de opbrengst kan gendoping ook gebruikt worden voor verbetering van de
kwaliteit van vlees. Bij vleeskwaliteit speelt het type spiervezels een belangrijke rol, wat tot
uitdrukking komt in de definities van wit- en roodvlees productie. In het algemene spraakgebruik wordt
er daarbij van uitgegaan dat witvlees staat voor pluimvee vlees, en roodvlees voor alle overige soorten
vlees (ook al is de kleur eerder rose, zoals bij varkensvlees). Verbetering van vleeskwaliteit betekent
daarom bij pluimvee dat het vlees “witter” wordt, en bij andere diersoorten dat het “(helderder) rood”
wordt.

Roodvlees bestaat voornamelijk uit zogeheten langzame (slow-twitch) spiervezels, die gespecialiseerd
zijn in langdurige inspanning (staan, lopen, langzaam zwemmen; vezels raken niet snel vermoeid), en
die hun energie krijgen uit hun hoge myoglobine gehalte. Deze vezels worden ook wel aangeduid als
“type I”, en vormen de zogeheten “oxydatieve vezels”; het ATP metabolisme verloopt voornamelijk via
consumptie van zuurstof, welke behalve door extra myoglobine ook wordt bevorderd door een hoge
mate van doorbloeding (hoge capillarisatiegraad).

Snelle spiervezels vormen daarentegen het hoofdbestanddeel van wit vlees: zij zijn gespecialiseerd in
het leveren van kortdurende piek inspanningen (sprinten, korte vluchten; vezels raken snel vermoeid) en
bevatten minder myoglobine. Omdat kippen en kalkoenen vooral staan of rondscharrelen en zelden
vliegen, is hun pootvlees rood terwijl hun borst- en vleugelvlees vooral wit is. Omgekeerd hebben
wilde vogels die veel vliegen, zoals eenden, rood borst- en vleugelvlees (Brent en Tabin, 2004). Snelle
vezels worden meestal aangeduid als “type II”, waarbij er nog een onderscheid wordt gemaakt naar Ila
(oxydatief maar wel snelle contractie), IIb (glycolytische vezels die snel contraheren, en die hun energie
vooral halen uit anaerobe omzetting van glycogeen =glycolyse), en type Il X (intermediair tussen Ila en
IIb) (Arany et al., 2007).

In de literatuur zijn verschillende publicaties te vinden van genen die in staat zijn om glycolytische
vezels (type 1Ib) om te zetten in oxydatieve vezels (type I en IIa). Bij landbouwhuisdieren is dit
weliswaar nog niet onderzocht, maar te verwachten valt dat eventuele toepassing zal resulteren in
verbeterde kwaliteit van de roodvleesproductie. Enkele genen die hierbij een rol spelen zijn
“transcriptional” co-activators PGC-1a (Lin et al. 2002) en PGC-18 (Arany et al., 2007), PPARS (Wang
et al., 2004), ACTN3 (MacArthur et al., 2007), PEPCK-C (Hakimi et al., 2007). Bij vissen is in dit
verband het Blimp gen geidentificeerd (Brent en Tabin, 2004). Daarnaast kunnen ook genen die in het
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algemeen de bloedvoorziening bevorderen, de roodvleeskwaliteit waarschijnlijk verbeteren, zoals
VEGF en EPO.

Bovengenoemde genen zijn vooral bekend als prestatie bevorderende genen, die het
uithoudingsvermogen vergroten (“marathonmuis,” als model voor de mens). Het is echter denkbaar dat
ook bij dieren de prestatiebevorderende werking een rol gaat spelen, vooral in de paardensport en bij
hondenrennen.

4.3 Mogelijke toepassing bij dieren van strategieén voor detectie van
gendoping bij mensen

Er zijn een aantal conceptuele en praktische bezwaren, waardoor er momenteel geen testen bestaan die
gendoping kunnen aantonen (Azzazy et al., 2005). Naast het feit dat het eiwit zoals geproduceerd door
het vreemde gen of door de genetisch gemanipuleerde cellen identiek is aan het endogene eiwit, worden
de meeste gendoping eiwitten -met name de spierbevorderende- locaal in de spier aangemaakt en zijn ze
niet aanwezig in bloed of urine, zoals in het geval van IGF-1. De enige betrouwbare bepaling zou
gebaseerd dienen te zijn op een spierbiopsie; dit is bij sportmensen nagenoeg niet toepasbaar, maar zou
in principe wel mogelijk zijn bij (landbouwhuis)dieren, eventueel onder toepassing van locale
anaesthesie.

Een ander probleem met spier-gebaseerde therapieén is echter, dat deze hun werking alleen uitoefenen
in de directie omgeving van de injectieplaats. Een voorbeeld is injectie van een vector (DNA, virus,
cellen) voor de locale aanmaak van groeihormoon dat vervolgens, door systemische verspreiding van
het groeihormoon via de bloedsomloop, een systemisch effect in het hele dier teweegbrengt. Dit houdt
in dat het biopsie monster moet worden genomen op de specifieke plaats van injectie hetgeen gelijk
staat aan het zoeken naar een (de) naald in een hooiberg.

4.3.1  Structurele verschillen tussen eiwitten geproduceerd door transgenen

Andere vormen van gendoping, bijvoorbeeld gen-gebaseerde bloeddoping, zijn niet op deze manier
beperkt tot een bepaald weefsel in het lichaam. De injectie van een gen dat verantwoordelijk is voor de
productie van het bloedstimulerende EPO kan op nagenoeg elke plek in het lichaam plaatsvinden,
waarna het genconstruct zich via de bloedstroom kan verplaatsen naar het lokale EPO-producerende
weefsel (Staun, 20006).

Er zijn echter ook aanwijzingen dat injectie van EPO cDNA in de spier van apen een klein structureel
verschil laat zien in het geproduceerde EPO. Dit kan ertoe leiden, dat op deze manier geproduceerd
EPO in de gastheer een afwijkende immuunrespons opwekt die detecteerbaar is. Ook is dit een reden
om te veronderstellen dat verschillende weefsels na toediening van doping verschillende vormen van
EPO produceren (Lasne et al., 2004).
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4.3.2  Immuunrespons tegen virale vectoren

Directe detectie van virale vectoren is moeilijk, omdat ze slechts kort na toediening meetbaar zijn en
omdat het nemen van een weefselmonster hiervoor soms noodzakelijk is. Mogelijk kan echter de
immuun respons van de gastheer op de aanwezigheid van virale vectoren worden gebruikt als een
indirecte aanwijzing voor het toedienen van gendoping. Een nadeel is echter dat de gastheer ook langs
natuurlijke weg geinfecteerd kan zijn geraakt met het virus, waardoor de detectie van specifieke
antilichamen geen bewijs hoeft te zijn van dopinggebruik.

4.3.3  Gen-expressie profilering (transcriptie profilering)

Er is een techniek beschikbaar die bekend staat als de “microarray DNA analyse” , en die een genetische
voetafdruk kan maken van de menselijke of dierlijke gen-activiteit. Met deze techniek is het mogelijk
om gendoping in sporters te monitoren, door te kijken naar de expressieprofielen van endogene genen
die veranderd kunnen zijn na de expressie van een vreemd gen. De bruikbaarheid van deze methode is
in principe bewezen weliswaar niet voor gendoping, maar voor het aantonen van het anabole
steroidhormoon tetrahydrogestrinon (THG) (Labrie et al., 2005). Deze techniek vereist wel het
nauwkeurig bekend zijn van het “normale” profiel, waarbij rekening dient te worden gehouden met
individuele verschillen en met normale variaties binnen een individu. De kosten van deze techniek dalen
de laatste tijd.

In 2005 en 2006 heeft het Wereld Anti-Doping Agentschap (“World Anti-Doping Agency,” WADA)
een aantal onderzoeksprojecten in gang gezet, om de mogelijkheden van deze techniek te onderzoeken
(Rupert en McKenzie, 2005; Ho et al., 2005; Gmeiner et al., 2005; Schonfelder et al., 2006). Een
variant op deze techniek is de PET- of SPECT-scan methode. Hierbij wordt een radioactief gelabelde
peptide-nucleinezuur dat hybdriseert met een specifieke mRNA sequentie, zoals van EPO, toegediend
aan mens of dier, waarna met een scanner een afbeelding wordt gemaakt van de eventuele doping plaats
(Segura et al, 20006).

4.3.4  Eiwit profilering (proteomics)

Volgens een in 2004 verschenen rapport van het Nederlands Centrum voor Dopingvraagstukken
(NECEDO) is toepassing van genetische doping alleen vast te stellen door herhaaldelijk een eiwitprofiel
te bepalen, zodat veranderingen in eiwitniveau’s binnen een individu kunnen worden vastgesteld. Deze
testen vereisen gelijktijdige bepaling van vele (mogelijk tot duizend) verschillende eiwitten, en er dient
te worden vastgesteld wat de normale concentraties van deze eiwitten zijn (Haisma et al 2004; Haisma
en De Hon 2006a,b). In een modelstudie met toegevoegd humaan groeihormoon is aangetoond, dat
deze methode in principe toepasbaar is middels bepaling van het eiwitprofiel in bloedplasma (Wu et al.
2002). Ook voor het testen van diergezondheid zijn met deze techniek al veelbelovende experimentele
resultaten behaald. Voorbeelden van de proteomics techniek toegepast in landbouwhuisdieren zijn de
opheldering van eiwitten betrokken bij hartafwijkingen en verlaagde immuun-respons bij stress in
runderen, en oogafwijkingen (uveitis) in paarden (Doherty et al., 2008; Lippolis en Reinhardt, 2008).
De eiwitten die een sleutelrol bij ziektes en gezondheid spelen zouden als “biomarker” voor een
algemene gezondheidsbepaling gebruikt kunnen worden.
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Het definitief identificeren van de eiwitten met afwijkende concentratie is mogelijk door de
tweedimensionale gel-electroforese (2D-GE) techniek gecombineerd met MALDI-TOF MS/MS
massaspectrometrie, of door één-dimensionale vloeistofchromatografie gekoppeld met “ion-trap”
massaspectrometrie (1D LC/MS). WADA heeft op dit gebied een aantal onderzoeksprojecten gestart
(Roberts et al., 2004; Thevis et al., 2006; Jorgensen en Kopchick, 2006).

Snelle en high-throughput analyse van grote aantallen monsters is mogelijk met de SELDI-TOF
massaspectrometer, waarbij weliswaar geen identificatie van individuele eiwitten plaatsvindt, maar
waarbij kenmerkende profielen worden vastgesteld die typerend kunnen zijn voor afwijkingen. Deze
techniek is beschikbaar binnen ASG-WUR, in Lelystad (Van de Wiel, D.F.M., persoonlijke
mededeling).

4.3.5  DNA barcodes

Door toevoeging van een klein stukje uniek DNA aan elk transgeen gen en virale vector kan in principe
onderscheid worden gemaakt tussen een transgeen gen en het endogene gen. Middels een simpele PCR
test is het dan mogelijk om een transgene gen te ontdekken. Deze benadering vereist echter de
medewerking van een groot aantal farmaceutische firma’s, nationale en internationale organisaties,
diagnostische laboratoria, etcetera, wat waarschijnlijk het grootste obstakel zal blijken te zijn voor
effectieve toepassing.

4.3.6  Polymerase kettingreactie (PCR)

Voor het geval dat gentherapie plaatsvindt via intramusculaire injectie van naakt plasmide-DNA, zou
het in principe mogelijk zijn om door middel van een PCR test het circulerende plasmide aan te tonen.
Hierbij moet dan de DNA sequentie van (een deel van) het plasmide non-variabel worden verondersteld,
en is de test gebaseerd op het aantonen van dit non-variabele gedeelte (Snyder en Moullier 2006;
WADA, 2007), of op het ontbreken van introns in het transgene DNA (Simon et al. 2006; WADA,
2007). Dit geldt ook voor virale factoren. Een potentieel probleem is dat plasmiden en vectoren
meestal niet kunnen repliceren waardoor de doelsequentie niet meer of alleen in lage hoeveelheden
voorkomt.

4.3.7  Cel biosensors

Serum van mens (of dier) dat verdacht wordt van doping, kan geplaatst worden op een kweek van
spiercellen die fungeren als een “cel-biosensor.” Als het monster niet-fysiologische concentraties bevat
van exogeen GH, dan resulteert dit in de expressie van MGF (humaan IGF-IEc) RNA, dat betrokken is
bij het proces van spierhypertrofie. Dit is een normaal fysiologisch proces, maar kwantitatief
verschillend in geval van doping (Goldspink et al. 2003; WADA, 2007)

4.3.8  Multiplex immuno PCR fingerprint

Toediening van genetisch materiaal van vooral een myostatineremmer, resulteert in veranderingen in de
signaal transductie route, waarbij de ratio’s van de daarmee verband houdende factoren veranderen.
Een methode wordt ontwikkeld waarbij simultaan de expressie van verschillende van deze factoren en
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signaaltransductie moleculen wordt geanalyseerd door middel van immuno PCR (iPCR; Diel et al.,
2005; WADA, 2007).
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5 Nationaal veiligheidsbeleid en regelgeving

5.1 Huidig beleid en regelgeving

5.1.1  Regelgeving van klonering door somatische celkerntransfer

Nederland hanteert een restrictief beleid ten aanzien van biotechnologie bij dieren. In het kader van het
Besluit biotechnologie bij dieren, onderdeel van de Gezondheids- en Welzijnswet voor Dieren , moet
voor het verrichten van biotechnologische handelingen bij dieren een vergunning aangevraagd worden
bij het Ministerie van Landbouw, Natuur en Voedselkwaliteit (LNV). Op grond van deze wet is het in
Nederland verboden om zonder vergunning biotechnologische handelingen bij dieren uit te voeren.
Onder biotechnologische handelingen wordt hierbij verstaan: transgenese bij dieren en
embryotechnologie. Dit betekent dat het genetisch modificeren of het kloneren van dieren met behulp
van kerntransplantatie zonder vergunning niet is toegestaan.

Bij biotechnologische handelingen bij dieren moet gedacht worden aan:

e Het wijzigen van het genetisch materiaal van levende dieren door middel van:

e het toepassen van recombinant DNA technieken waarbij gebruik wordt gemaakt van het
inbrengen van genetisch materiaal met behulp van een virus of ander vector in een geslachtscel,
een bevruchte eicel of een embryo.

e het rechtstreeks in een dier, in een bevruchte eicel of in een dierlijk embryo brengen van
genetisch materiaal dat buiten het dier is geprepareerd, al dan niet met gebruikmaking van
micro-injectie of micro-encapsulatie.

e het toepassen van celfusie- of hybridisatietechnieken, waarbij levende dierlijke cellen met
nieuwe combinaties van genetisch materiaal worden gevormd door de fusie van twee of meer
cellen met gebruikmaking van methoden die van nature niet voorkomen, voor zover dit kan
leiden tot een dier met gewijzigde genetische eigenschappen.

e Het kloneren van dieren met behulp van kerntransplantatie.
e Het tot stand brengen van chimaeren, ongeacht de wijze waarop dit gebeurt. Hierbij gaat het om
kiembaanchimaeren. Bloedtransfusie en orgaantransplantatie vallen hier niet onder.

Na advisering door de Commissie Biotechnologie bij Dieren (CBD) kan de minister onder bepaalde
voorwaarden een vergunning verlenen. In de CBD zitten deskundigen op het terrein van de
maatschappijwetenschappen, biotechnologie, dierproefvraagstukken, diergeneeskunde, medische
wetenschappen, diergedrag en ethiek. Een vergunning wordt in het algemeen verleend als de
handelingen geen onaanvaardbare gevolgen hebben voor de gezondheid en het welzijn van dieren, en er
tegen de handelingen geen ethische bezwaren bestaan. De CBD onderwerpt elke individuele
vergunningaanvraag aan een ethische, gezondheids- en welzijnstoets die tot doel heeft om te bepalen of
aan de hierboven genoemde voorwaarden voldaan wordt. Een belangrijk onderdeel van de gehele
vergunningsprocedure is de hoorzitting in het kader van de Wet Openbaarheid van Bestuur en de
mogelijkheid die groeperingen hebben om in beroep te kunnen gaan tegen een besluit van de Minister.

Zoals hierboven in de inleiding (sectie 2.1) is opgemerkt is er nog een discussie gaande over welke
regelgeving van toepassing is op voedingsproducten van door celkern transfer gekloneerde dieren. Dit
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zal consequenties hebben voor de toelatingsvereisten en bijvoorbeeld ook voor de etikettering van deze
producten. Hoewel het kloneren van dieren door middel van somatische kerntransplantatie (zoals
schaap Dolly) strict genomen onder de definitie van genetische modificatie valt, worden experimentele
gekloneerde dieren vooralsnog in Nederland niet als genetische gemodificeerde dieren behandeld.
Echter, aangezien er tot nu toe, althans in Europa, nog geen sprake is van het op de markt brengen van
producten van gekloneerde dieren is het de vraag hoe de verschillende nationale en internationale
overheden hiermee om zullen gaan.

5.1.2  Regelgeving van - en verplichtingen voor - recombinant DNA technologie bij
landbouwhuisdieren

5.1.2.1 Transgene dieren

In Nederland geldt geen absoluut verbod op de transgenese van dieren. De regelgeving voorziet in een
“Nee - tenzij” beleid. Dit houdt in dat het genetisch modificeren van dieren voor dit doel niet wordt
toegestaan als er reéle alternatieven zijn om dezelfde producten te maken.

Genetische modificatie van dieren roept bij veel mensen vragen en emoties op. Mogen we alles met
dieren doen, wat technisch mogelijk is? De overheid zorgt er echter voor dat niet zomaar alles mag.
Genetische modificatie van dieren is verboden, tenzij daar zeer goede argumenten voor zijn. Het doel
van het onderzoek waarvoor dieren genetisch worden gemodificeerd moet van substantieel belang zijn
voor de mens. Bij de beoordeling van een aanvraag voor een vergunning is dan ook de belangrijkste
vraag of de menselijke belangen dusdanig groot zijn dat we daar de gezondheid en welzijn of de
integriteit van dieren aan mogen opofferen. In Nederland bestaat geen algemene overeenstemming over
wat ethisch aanvaardbaar is. Daarom biedt de procedure voor de vergunningverlening ruimte aan het
publiek om hierover mee te praten. Deze procedure moet op termijn resulteren in duidelijke grenzen
over wat wel en niet mag bij dit onderzoek.

Een van de bekendste genetisch gemodificeerde dieren is stier Herman. In het genetisch materiaal van
stier Herman is een menselijk gen ingebouwd. In vrouwelijke nakomelingen van stier Herman zou dat
gen moeten zorgen voor de aanmaak van het eiwit lactoferrine in de melk. Stier Herman heeft de
discussie in Nederland over de (on)wenselijkheid van biotechnologie aangewakkerd. Deze discussie
heeft bijgedragen aan de totstandkoming van de wetgeving over biotechnologie bij dieren.

Indien er sprake is van genetische modificatie ten aanzien van biotechnologische handelingen met
dieren, is het Besluit Genetisch Gemodificeerde Organismen (Besluit GGO) op basis van de Wet
Milieugevaarlijke Stoffen van toepassing. Indien er sprake is van een dierproef is tevens de Wet op de
Dierproeven van toepassing. Op grond van artikel 113 van de Gezondheids- en Welzijnswet voor
Dieren zijn beide wetten in dat geval onverkort van toepassing. In het kader van de Wet op de
dierproeven wordt getoetst of het belang van de dierproef opweegt tegen de mate van ongerief dat aan
het proefdier wordt berokkend. Op basis van deze wet is bij elk instituut waar dierexperimenten
plaatsvinden een dierexperimenten commissies (DEC) ingesteld die de proeven moeten beoordelen op
de gevolgen voor de dieren. Hieraan is ook een ethische toetsing gekoppeld. Voor biotechnologie bij
dieren is er geen centrale Europese regelgeving. Er zijn wel een aantal staten binnen de EU die enige
regelgeving hebben, maar in het algemeen is die minder streng dan de Nederlandse regelgeving.

36 RIKILT Rapport 2009.005



Het is in principe mogelijk om een IM (introductie in het milieu) vergunning voor genetisch
gemodificeerd dieren aan te vragen, net zoals dat ook gebeurt voor planten. Zo is in Nederland een IM
vergunning afgegeven voor stier Herman omdat zijn verblijf in het natuurhistorisch museum Naturalis
niet voldeed aan de D-I richtlijnen van de Regeling GGO voor ingeperkt gebruik van transgene dieren
(in verband met de aanwezigheid van publiek).

De producten van genetisch gemodificeerde dieren zullen zeer waarschijnlijk als zodanig geétiketteerd
moeten worden. Voor zover bekend is hier echter nog geen gebruik van gemaakt.

5.1.2.2  Gentherapie en DNA vaccins

Bij de beoordeling van een klinisch gentherapie-onderzoek bij mensen kunnen de volgende Nederlandse

instanties betrokken zijn:

e De Centrale Commissie Mensgebonden Onderzoek (CCMO);

e Het Ministerie van Volksgezondheid, Welzijn en Sport (VWS); en

e Het Ministerie van Volkshuisvesting, Ruimtelijke Ordening en Milieu (VROM) en het Bureau
Genetisch Gemodificeerde Organismen (BGGO) dat belast is met de afhandeling van
vergunningaanvragen, daarbij geadviseerd door de Commissie Genetische Modificatie (COGEM).

De Minister van VWS beslist over aanvragen op grond van de Wet Medisch-Wetenschappelijk
Onderzoek met Mensen (WMO). Sinds het in werking treden van de WMO dient al het gentherapie-
onderzoek met mensen vanwege het Besluit Centrale Beoordeling Medisch-Wetenschappelijk
onderzoek met Mensen (BCB) beoordeeld te worden door de CCMO. De reden dat gentherapie-
onderzoek door de CCMO — en niet door (lokale) medisch ethische toetsingscommissies — wordt
beoordeeld is dat de ontwikkelingen op het terrein van gentherapie zo nieuw zijn, dat er sprake is van
schaarse deskundigheid op dit gebied.

Het ministerie van VROM is verantwoordelijk voor de regelgeving om mens en milieu te beschermen
bij activiteiten met genetisch gemodificeerde organismen (GGO’s) en heeft als taak het ontwikkelen van
beleid en regelgeving. De Minister van VROM beslist op vergunningaanvragen op grond van het
Besluit GGO.

Gentherapie in de strikte betekenis van het woord, dat wil zeggen, het herstellen van een genetisch
defect, is waarschijnlijk geen toepassing die veelvuldig gebruikt zal worden voor dieren. Er zijn
waarschijnlijk geen dieren die van zoveel individuele waarde zijn dat deze toepassing economisch
verantwoord is. Dieren worden wel veel gebruikt als modelsysteem voor gentherapeutische
toepassingen voor humane ziekten. In deze gevallen betreft het echter vrijwel altijd ingeperkt gebruik.

De toepassing van naakt DNA voor de expressie van heterologe genen in dieren wordt vaak DNA
vaccinatie genoemd. In principe zouden we alleen moeten spreken van DNA vaccinatie als de
toepassing erop gericht is om een beschermende immuunrespons te induceren tegen een infectieus
agens. In alle andere gevallen zouden we moeten spreken over DNA inoculatie. Bij de toepassing van
virale vectoren, al dan niet replicatie competent, spreken we over transductie.

Toediening van recombinant DNA aan dieren, hetzij in de vorm van naakt DNA hetzij in de vorm van
virale vectoren, valt onder het Besluit GGO en is derhalve gebonden aan de regels voor ingeperkt
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gebruik. Momenteel ligt er een voorstel van de COGEM om de regelgeving met betrekking tot de
toepassing van naakt DNA te versoepelen. De COGEM is van mening dat het verspreidingsrisico van
naakt DNA beperkt is en afthankelijk is van de gebruikte sequenties. Daarbij wordt onderscheid
gemaakt tussen DNA sequenties die replicatiecompetent en die niet-replicatiecompetent zijn in
zoogdiercellen. De eerste groep sequenties vormen een verspreidingsrisico doordat het naakt DNA
autonoom kan repliceren. Tot deze categorie behoren ook sequenties waardoor het naakt DNA
onderdeel kan gaan uitmaken van virussen, zoals de aanwezigheid van virale inpaksignalen, of
waardoor het naakt DNA efficiént opgenomen kan worden door bacterién. De COGEM is van mening
dat sequenties die behoren tot deze laatste risicogroep, gelet op de aanwezige verspreidingsrisico's,
dienen te vallen onder de huidige introductie in het milieu vergunningsprocedure volgens het Besluit
GGO.

Met betrekking tot niet-replicatiecompetente sequenties, kunnen twee situaties onderscheiden worden.
Tot de eerste situatie behoren sequenties die al eerder beoordeeld zijn en waarvan bekend is dat ze geen
verspreidingsrisico vormen. Voor deze sequenties pleit de COGEM voor een procedure waarbij enkel
meldingsplicht van de werkzaamheden noodzakelijk is. Echter, monitoring van “shedding”
(uitscheiding) blijft noodzakelijk om te controleren of de aannames betreffende “shedding” juist zijn.
Tot de tweede situatie behoren sequenties die niet-replicatiecompetent zijn, maar die mogelijk
recombinatie kunnen bevorderen en die kunnen leiden tot het ontstaan van (nieuwe) infectieuze
virussen. Tot deze categorie behoren ook sequenties met transformerende of oncologische
eigenschappen gezien het mogelijke schadelijke effect van deze sequenties. De COGEM pleit ervoor
om, in plaats van de huidige introductie in het milieu procedure, een vereenvoudigde
vergunningsprocedure te hanteren voor laatstgenoemde sequenties. Hierbij kan gedacht worden aan een
procedure die vergelijkbaar is met de procedure die wordt toegepast bij vergunningen voor ingeperkt
gebruik. Deze procedure is tevens van toepassing op sequenties die niet-replicatiecompetent zijn, maar
nog niet eerder zijn beoordeeld.

Als vaccinatie met naakt-DNA niet GGO-regelgevingsplichtig is, zou dat betekenen dat gevaccineerde
of geinoculeerde dieren ook niet onder het GGO-regime vallen. De vraag is hoe de EU over de
toepassing van naakt DNA denkt bij producten van dergelijke dieren.

5.1.2.3 Regelgeving voor genetisch gemodificeerd voedsel en diervoeders

Verordening 1829/2003/EC inzake genetisch gemodificeerde levensmiddelen en -diervoeders bevat

regels betreffende levensmiddelen en diervoeders die geheel of gedeeltelijk uit GGO's bestaan of met

GGO's zijn geproduceerd, of ingredi€nten bevatten die zijn geproduceerd met GGO’s. Genetisch

gemodificeerde levensmiddelen en diervoeders mogen volgens de verordening:

e Geen schadelijke effecten hebben op de menselijke gezondheid, de diergezondheid of het milieu;

e De consument niet misleiden; en

e Niet zodanig verschillen van de levensmiddelen of diervoeders ter vervanging waarvan zij zijn
bedoeld dat de normale consumptie ervan vanuit voedingsoogpunt nadelig zou zijn voor de
consument of de dieren.

Verordening 1830/2003/EC betreffende de traceerbaarheid en etikettering bevat uitgebreide informatie

over de etikettering van alle levensmiddelen en diervoeders die geheel of gedeeltelijk uit GGO's
bestaan, dan wel ermee zijn geproduceerd. Alle genetisch gemodificeerde levensmiddelen, zoals tofu
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dat is geproduceerd met genetisch gemodificeerde soja, en alle genetisch gemodificeerde ingrediénten,
zoals biscuit met maisolie dat met genetisch gemodificeerde mais is geproduceerd, moeten op het etiket
als zodanig worden gekenmerkt. Athankelijk van de kenmerking als GGO van dieren die bijvoorbeeld
zijn geinoculeerd met naakt DNA of transducerende vectoren, zouden de desbetreffende levensmiddelen
of diervoeders afkomstig van deze dieren geétiketteerd dienen te worden.

Overeenkomend met de algemene etiketteringsregels van de EU (Verordening 1830/2003/EC
betreffende de traceerbaarheid en etikettering van GGO's en de traceerbaarheid van met GGO’s
geproduceerde levensmiddelen en diervoeders) schrijft de verordening niet voor dat producten als vlees,
melk of eieren die afkomstig zijn van dieren die genetisch gemodificeerd voer hebben gehad of die met
genetisch gemodificeerde geneesmiddelen zijn behandeld, geétiketteerd moeten worden. Onder
genetisch gemodificeerde geneesmiddelen wordt hier echter waarschijnlijk alleen gedoeld op
geneesmiddelen die met behulp van GGO’s geproduceerd zijn en niet zozeer naakt DNA of DNA
vaccins.

5.2 Mogelijke consequenties voor veiligheidsbeleid en regelgeving

De huidige nationale en internationale regelgeving is nog niet aangepast voor het regelen van een aantal
mogelijke toekomstige DNA technologieén bij landbouwhuisdieren. Ofschoon in de bestaande
regelgeving de toepassing van DNA technologieén bij landbouwhuisdieren redelijk goed is vastgelegd,
wordt niet of nauwelijks aandacht besteed aan vervolgtoepassingen, bijvoorbeeld het fokken met
transgene dieren, of het gebruik van producten van transgene dieren of van dieren die een andere DNA
technologische behandeling hebben ondergaan.

Terwijl de regels en procedures voor de toelating kunnen verschillen tussen de verschillende
jurisprudenties, is de beoordeling van de veiligheid per se gebaseerd op international geharmoniseerde
benadering voor de “vergelijkende veiligheidsbeoordeling” van GGO’s. Hierin wordt het GGO met een
conventionele tegenhanger met een geschiedenis van veilig gebruik vergeleken (Kok en Kuiper, 2003).
Deze beoordeling beschouwt de volgende zaken:

e Veiligheid van het ingebrachte genetisch materiaal en genproducten: Hierbij worden onder ander
details over de modificatie zelf, algemene details over structuur en functie van nieuw ingebrachte
producten, mogelijke toxiciteit en allergeniciteit van ingebrachte transgene eiwitten, mogelijkheid
tot horizontale overdracht naar andere organismen van de nieuwe genen, beschouwd. Eén van de
eerste stappen hierin is een uitgebreide vergelijkende analyse tussen GGO en conventionele
tegenhanger, onder andere met betrekking tot samenstelling, fenotypische/agronomische
kenmerken. De samenstellingsanalyse omvat een groot aantal macronutriénten, micronutriénten,
antinutriénten en toxines. Omdat elk organisme van een ander verschilt zullen de parameters van
deze analyse ook verschillen.

e Veiligheid van mogelijke andere veranderingen die door de genetische modificatie teweeg zijn
gebracht: Dit kan secundaire effecten van de modificatie betreffen, zoals onbedoelde effecten van
de insertie van DNA in een bestaand gen of de interactie van een ingebracht enzym met bestaande
routes van metabolisme. De uitgebreide vergelijkende analyse kan uitsluitsel geven over dergelijke
effecten. Daarnaast kunnen gegevens over de genetische modificatie zelf, zoals insertieplaats in het
DNA en de functie van de genproducten, hiervoor ook indicaties leveren.
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De Amerikaanse Food and Drug Administration heeft recentelijk documenten met betrekking tot de
risico’s van kloneren door somatische celkerntransfer voor publiekelijk commentaar op haar website
geplaatst. Deze documenten gaan expliciet niet in op transgenese, maar focusseren op de mogelijke
veranderingen die door klonering kunnen ontstaan, vooral afwijkingen door niet-optimale
herprogrammering van de celkern na de transfer. Op basis van de beschikbare gegevens over onder
andere de fysiologie en samenstelling van gekloneerde dieren concludeert de Amerikaanse Food and
Drug Administration (FDA) dat er geen veiligheidsbezwaren verbonden lijken te zijn aan
voedingsmiddelen afkomstig van gekloneerde dieren (FDA, 2006).

Tot nu toe zijn voor commerciéle toelating van GGO’s in de EU vooral genetisch gemodificeerde
planten beoordeeld, naast verschillende producten die door microdrganismen geproduceerd zijn.
Hoewel in grote lijnen dezelfde principes voor de beoordeling van genetisch gemodificeerde dieren
gebruikt kunnen worden, zijn er een aantal zaken dat meer of minder aandacht zal krijgen. Het aantal
giftige/antinutritionele stoffen die in dierlijke voedingsproducten kan voorkomen is bijvoorbeeld minder
groot dan in planten. Een voorbeeld van een dergelijk stof in vis is het enzym thiaminase, dat vitamine
B afbreekt, en dat in sommige vissen, waaronder haring, veel voorkomt. Voor wat betreft de veiligheid
van het gebruikte DNA kan worden aangenomen dat antibioticum resistentie genen minder toegepast
zullen worden waardoor het vraagstuk van horizontale genoverdracht een minder grote rol speelt.
Anderzijds is er bij gebruik van virussen als vectoren wel een vraagstuk met betrekking tot mogelijke
recombinatie met andere virussen en daardoor het ontstaan van nieuwe virussen. Ook kunnen dieren
een reservoir voor zodnoses zijn en zou bij toepassing van een transgene resistentie voor een dergelijke
zodnose rekening moeten worden gehouden met de mogelijke overdracht van het zodnotische
pathogeen naar de menselijke consument (Kleter en Kuiper, 2002).

Naast deze mogelijke veiligheidsissues voor gezondheid van dier en consument lijken milieu-risico’s
een grote rol te spelen in de discussie over de pre-commerciéle snel groeiende kweekzalm. Dit is het
genetisch gemodificeerd dierlijk product dat waarschijnlijk binnenkort op de markt zal komen. De
milieurisico’s houden vooral verband met de mogelijke vermeerdering en verdringing van de natuurlijke
populatie bij ontsnapping tijdens de zalmkweek. Vermeldenswaardig is ook dat de Verenigde Staten het
ingebouwde groeihormoon in deze zalm als een veterinair geneesmiddel beschouwen en beoordelen,
naast de andere risico’s. De Nederlandse Commissie Genetische Modificatie, dat de milieurisico’s bij
GGO-toelatingsaanvragen beoordeelt, heeft hierover bijvoorbeeld een vooruitziend advies uitgebracht
(COGEM, 2003).

De modificaties hebben ook consequenties voor andere zaken zoals dierenwelzijn, ethische aspecten,
traceerbaarheid en dergelijke, die onder verschillende wetten gereguleerd zijn. In dit opzicht verschilt
het van de regelgeving met betrekking tot genetisch gemodificeerde planten, waarop overigens ook
andere wetten van toepassing kunnen zijn, zoals voor plantenrassenregistratie en
bestrijdingsmiddelenregistratie. Veel ervaring is al opgedaan in Nederland met proefdieren in het kader
van de Nederlandse Wet op Biotechnologie bij dieren. Voor gentherapie en klonering is bijvoorbeeld
ook de embryowet van toepassing. De vraag is in hoeverre deze ervaring zich laat vertalen naar
landbouwhuisdieren. Het “nee tenzij” principe dat voor proefdieren is aangehouden zou voor de
toepassing bij landbouwhuisdieren kunnen betekenen dat een aantal toepassingen, zoals
productieverhoging, geen doorgang zullen vinden. De reden hiervoor is dat het doel van de genetische
modificatie mogelijk niet als maatschappelijk zwaarwegend ervaren kan worden en er alternatieven
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voorhanden zijn. Daarentegen zouden resistenties tegen bedreigende ziektes voor mens en dier, zoals
BSE, mogelijk wel volgens dit principe acceptabel geacht kunnen worden. Overigens constateert een
rapport van het Rathenau instituut uit 2001 dat de grens hiervoor niet duidelijk is vastgelegd (Paula,
2001). Rekening dient bijvoorbeeld ook gehouden te worden met het gegeven dat een bepaalde
infrastructuur voor proefdieren (afgesloten faciliteiten, interne biologische veiligheidsfunctionaris,
ethische toetsingscommissies, en dergelijke) niet in de landbouw aanwezig is en vice versa.

Een ander punt van aandacht is de publieke reactie op biotechnologie bij landbouwhuisdieren. Onder

andere in de peiling voor de Brede Maatschappelijke Discussie is gebleken dat er in het algemeen geen

positieve perceptie van het gebruik van gentechnologie voor productie van dieren bestaat, terwijl
bijvoorbeeld de Eurobarometer laat zien dat therapeutische toepassingen van biotechnologie wel goed
ontvangen worden (Gaskell et al., 2006).
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6 Toekomstige ontwikkelingen

6.1 Achtergrond

6.1.1  Internationale harmonisering van de regelgeving

De wijze waarop de veiligheidsbeoordeling van gentechnologische producten wordt uitgevoerd wordt in
grote mate bepaald door de international organisaties, die sinds zich lange tijd ingezet hebben voor de
harmonisatie hiervan. Deze internationale organisaties zijn onder andere de wereldlandbouworganisatie
FAO (Food and Agriculture Organization), de wereldgezondheidsorganisatie WHO (World Health
Organization), de Codex alimentarius commissie van de FAO/WHO, en de organisatie voor
economische samenwerking en ontwikkeling OECD (Organization for Economic Co-operation and
Development). Tot de OECD behoren veel westerse landen waar in de toekomst de biotechnologie een
belangrijke economische rol kan spelen. Het geharmoniseerde principe van de vergelijkende
veiligheidsbeoordeling, waarin de relatieve veiligheid van een GGO ten opzichte van een conventionele
tegenhanger met een geschiedenis van veilig gebruik wordt vergeleken, is in 1993 bijvoorbeeld door
OECD beschreven. Dit is later, in 2003, vastgelegd in richtlijnen van een ander belangrijk
internationaal forum voor voedselveiligheid, namelijk de Codex alimentarius commissie, een VN
orgaan voortkomend uit de WHO en FAO. Binnen de Codex worden tal van normen en eisen voor
veiligheid en kwaliteit geformuleerd waar voedselproducten wereldwijd aan zouden moeten voldoen.
Deze documenten gelden als referentie voor de wereldhandelsorganisatic WTO (World Trade
Organization) en dienen daarom ook in de nationale regelgeving van de Codex lidstaten te worden
overgenomen. Momenteel is er een document over de veiligheid van voedselproducten van dierlijke
producten atkomstig van gekloneerde en genetisch gemodificeerde dieren in een vergevorderde staat
van voorbereiding.

Er zijn echter nog geen internationale richtlijnen om genetisch gemodificeerde producten te etiketteren
afgezien van diegenen die als internationaal verhandelde “levend gemodificeerde organismen” onder het
Cartagena protocol vallen (zie onder). Dit verklaart bijvoorbeeld waarom de Verenigde Staten en de EU
niet dezelfde regels voor etikettering hebben, namelijk geen verplichting in de Verenigde Staten maar
wel in de EU.

Sinds 11 september 2003 is er een internationaal verdrag over biologische veiligheid van kracht: het
Cartagena Protocol on Biosafety. Het Biosafety Protocol is een VN verdrag dat de handel in levende
gemodificeerde organismen regelt. Het Biosafety Protocol gaat over levende GGO’s en dus niet over
verwerkte producten zoals meel, olie, etcetera. De kern van het verdrag is dat bij grensoverschrijdend
verkeer met GGO’s het importerende land van tevoren toestemming moet geven. Ook dient het
exporterende land de beweging van het GGO bij een internationaal “clearinghouse” te registreren,
inclusief gegevens over het GGO, waaronder de modificatie en methoden voor detectie. Het gaat dan
vooral om GGO’s die bedoeld zijn voor veldproeven of voor gebruik in de landbouw. Genetisch
gemodificeerde organismen die bedoeld zijn voor direct gebruik als voedsel vallen er niet onder.
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6.1.2  EU regelgeving

Nederland volgt in grote lijnen de EU wetgeving over gentechnologie. Deze is onderverdeeld in diverse
richtlijnen. Zo is er een richtlijn voor ingeperkt gebruik en een richtlijn introductie van GGO’s in het
milieu, zoals landbouwgewassen. Ook is er een verordening over etikettering. Veel van de OECD
richtlijnen zijn overgenomen in de EU wetgeving. In de meeste ontwikkelingslanden ligt de situatie
anders. Daar ontbreekt het vaak nog aan wet en regelgeving of is er wel regelgeving maar ontbreken de
instrumenten om die te handhaven. Zo hebben veel landen niet de benodige laboratoria om te kunnen
onderzoeken of er GGO's in voedselproducten zitten.

6.2  Verwachte ontwikkelingen

De volgende ontwikkelingen in de nabije toekomst zullen waarschijnlijk een effect hebben op de
regelgeving en detectie van toepassing van moderne biotechnologie in landbouwhuisdieren:
e  Wetenschappelijke vorderingen:

e Verbeterde en nieuwe technieken voor DNA modificatie bij dieren: Het is te verwachten dat er
de komende tijd nog flinke progressie geboekt zal worden bij de efficiéntie en nauwkeurigheid
van een groot aantal van de in dit rapport beschreven technieken. Dit betreft onder andere de
efficiéntie van DNA transfers in vivo en in vitro, de nauwkeurigheid ervan (integratie van
vreemd DNA op gewenste plaats in het genoom) en de succesrates van kerntransplantaties. De
technieken om de expressie van genen te moduleren (onder andere via RNAi) staan nog in de
kinderschoenen en zullen zich verder ontwikkelen. Ook op het terrein van de in vivo “cell-
targeting” (het binnenbrengen van “vreemd” DNA in specifieke cellen in het lichaam) zullen
grote sprongen voorwaart gemaakt worden. De kosten voor het genereren van zeer uitgebreide
“omics” datasets (>500.000 datapunten per meting) zullen snel teruglopen. De integratie van
“omics” met het werkveld van de bionanotechnologie zal leiden tot de ontwikkeling van “bio-
devices” (“lab-on-a-chip,” sensoren die in vivo tientallen biologische parameters tegelijk
kunnen monitoren, etcetera) die voor uiteenlopende doelen toegepast kunnen worden. Een
additioneel voordeel is dat dergelijke methoden ook toepasbaar kunnen zijn voor meting van
“biomarkers” voor diergezondheid, waardoor er mogelijk een integratie van het testen voor
verschillende doeleinden in één test mogelijk is.

e Toepassing bij diersoorten die tot nog toe onderbelicht zijn geweest: Tot nu toe wordt er binnen
het pluimvee nog weinig aandacht besteed aan moderne biotechnologie. Daar zijn een aantal
redenen voor te noemen. Ten eerste is het moeilijker om het embryo te bereiken door de
eischaal en de vliezen. In vitro fertilisatie is niet mogelijk. Daarnaast is de waarde van het
individuele dier laag. Een eigenschap zou in een populatie ingebracht moeten worden, tegen
heel lage kosten, om economisch interessant te kunnen zijn. Er wordt melding gemaakt van het
transgeen maken van kippen om resistentie tegen “Newcastle disease” (NCD) te
bewerkstelligen. Afhankelijk van hoe deze resistentie werkt, moet worden afgewogen in
hoeverre dat een nuttige ontwikkeling zou zijn aangezien het virus door zal evolueren tot het
weer succesvol is. Andere eigenschappen, als verbeterde groei, zijn in pluimvee van minder
belang omdat de dieren al dusdanig geselecteerd zijn dat ze hard groeien. Anderzijds, als de
gezondheidsproblemen die bij de dieren optreden door deze snelle groei, zelf het doel van
modificaties zijn om de diergezondheid te vergroten, zou dit de dierproductie op een
acceptabele manier verder kunnen verhogen. Door selectie is in betrekkelijk korte tijd veel te
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bereiken, tenzij de betreffende genen nog niet in de populatie aanwezig zijn. Indien het
mogelijk zou zijn om via transgenese dieren te ontwikkelen die resistent zijn tegen bepaalde
infecties die nu voor veel economische schade zorgen, en indien die transgene resistentie
bestendig is tegen co-evolutie van de pathogeen, dan zou daar zeker interesse voor zijn. Maar
alleen als het tegen aantrekkelijke kosten per dier te realiseren is.

Commercialisering en experimenteel vergevorderde applicaties:

Medicijnen en non-food afkomstig van GGO-dieren: In de EU is in 2006 door het Europees
Agentschap voor Evaluatie van Geneesmiddelen (EMEA) het geneesmiddel Atryn
goedgekeurd. Dit geneesmiddel bevat antithrombine ten behoeve van patiénten met een
afwijkende bloedklontering. Dit is de eerste Europese goedkeuring van een geneesmiddel dat
door transgene geiten in de melk wordt uitgescheiden en vervolgens daaruit gezuiverd wordt.
Een punt van aandacht bij de beoordeling is onder andere de mogelijk gewijzigde
immunogeniteit van het eiwit geweest, omdat de glycosylering van het antithrombine enigszins
verschilde van die in de mens (Walsh, 2006).

Een andere toepassing in de medische sector is dat van transgene dieren voor

xenotransplantatie, dat wil zeggen de transplantatie van een orgaan van één soort naar een

andere (xeno = vreemd). Een firma claimt dat het verschillende vormen van afstoting van een
getransplanteerd orgaan uit varkens door het immuunsysteem van de ontvanger kan voorkomen.

Doordat deze firma verschillende genetische modificaties heeft toegepast, worden bijvoorbeeld

de suikerketens op de cellen van de varkensorganen niet meer als vreemd herkend. Additionele

modificaties dienen voor de preventie van langer durende problemen met bijvoorbeeld interne

bloedingen en infiltratie van witte bloedcellen (Revivicor, 2009).

Naast medische toepassingen zijn ook non-food toepassingen gemeld. Dit betreft onder andere

de productie van spinnenzijde voor nanotechnologische toepassingen en een humaan enzym als

antidoot voor zenuwgif, beiden uit melk van transgene geiten (Nexia, 2009).

Een additioneel voorbeeld van een gevorderd transgeen dier is een varken, de EnviroPig™, dat

een verminderde excretie heeft van fosfaat via varkensmest. Fosfaat in het milieu, bijvoorbeeld

in oppervlaktewater, draagt bij aan eutrofi€ring, dat op zijn beurt ongewenste algengroei tot
gevolg kan hebben. De EnviroPig™ is genetisch gemodificeerd met een fytinezuur-afbrekend
enzym, fytase, dat in de speekselklieren wordt uitgescheiden. Fytinezuur is een koolhydraat
waaraan fosfaatgroepen covalent gebonden zijn waardoor deze niet voor opname door vertering
beschikbaar zijn en dus via de mest worden uitgescheiden. Ook bindt fytinezuur essentiéle
mineralen (metalen) waardoor deze evenmin kunnen worden opgenomen (Universiteit van

Guelph, 2009).

Buiten de EU bevinden de volgende ontwikkelingen zich in een vergevorderd stadium van

ontwikkeling:

e Snelgroeiende GGO-kweekvissen. De met groeihormoon gewijzigde Aquadvantage™
kweekzalm is enkele jaren geleden bij de Amerikaanse FDA aangemeld voor
commercialisering. Deze zalm vertoont een snellere groei, maar heeft echter dezelfde
volwassen grootte als een conventionele zalm. De GGO-zalm heeft een beter
voederefficiéntie, en heeft dus minder voer nodig voor dezelfde productie. De FDA
evaluatie is nog niet voltooid, terwijl de fabrikant in een persbericht op de website de
verwachting heeft uitgesproken dat deze zalm in 2009 op de markt zal komen (dit bericht is
inmiddels van de website verwijderd; Aquabounty, 2006). Naast deze zalm is er
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bijvoorbeeld ook in de Volksrepubliek China een sneller groeiende rivierkarper
ontwikkeld, en in Cuba een tilapia, beiden genetisch gemodificeerd met groeihormonen.

e  Gekloneerde dieren. Zoals boven al opgemerkt heeft onlangs de Amerikaanse FDA
concept documenten gepubliceerd over de veiligheid van gekloneerde runderen, varkens,
en geiten (FDA, 2006). In haar concept beoordeling gaat de FDA er overigens vanuit dat
de klonen niet als eindproduct (slachtdier en dergelijke) maar voor de veefokkerij gebruikt
zullen worden. De publicatie van de FDA documenten is de uitkomst van een langduriger
proces dat in 2001 in gang gezet is nadat de FDA constateerde dat commerci€le
instellingen klonen hadden ontwikkeld voor het fokken van landbouwhuisdieren. In de
tussentijd zijn er inmiddels ook mediaberichten verschenen over bijvoorbeeld gekloneerde
koeien op een commercieel agrarisch bedrijf, waarvan de melk overigens niet verkocht is
(MSNBC, 2006).

e Mogelijk illegaal gebruik:

Voor wat betreft een mogelijke illegale toepassing van moderne biotechnologie, zo lijkt de
toepassing van humane gentherapie of humane gendoping op dieren een lagere drempel te
hebben dan bijvoorbeeld genetische modificatie via de kiembaan. Momenteel zijn er drie
humane gentherapieén op de markt toegelaten, namelijk twee voor therapie van oogafwijkingen
in de Verenigde Staten en één voor behandeling van kanker in combinatie met bestraling
(Walsh, 2006).). Andere in ontwikkeling zijnde toepassingen van gentherapie zouden zich ook
kunnen lenen voor de doping in de sport of de productie van landbouwhuisdieren, zoals de
hierboven besproken therapie van bloedarmoede met genen voor erythropoietine (EPO).
Daarentegen lijken gentherapieén met groeihormoon in een minder gevorderd stadium te zijn.
Met name in aanloop naar de Olympische Spelen is gespeculeerd over het mogelijk gebruik van
gendoping in de sport. Zoals boven besproken hebben ook de internationale en nationale
dopingautoriteiten als het WADA deze problematiek beschouwd. Hierin zijn onder andere de
mogelijke consequenties voor gezondheid en detectie beschouwd, zoals het ontbreken van
beschermende maatregelen en de noodzaak om te monitoren via het regelmatig maken van
eiwitprofielen van de sporters. Deze aanbevelingen zijn ook relevant voor landbouwhuisdieren,
waarbij echter ook andere overwegingen van economische aard een beperkende factor kunnen
spelen.

e Internationale harmonisering van regelgeving en detectie:

De Codex alimentarius “Task Force on Foods derived from Biotechnology” heeft een concept
richtlijn opgesteld voor de veiligheidsbeoordeling van genetisch gemodificeerde dieren voor
toepassing in voeding. Dit document is door de Codex alimentarius commissie aangenomen bij
de vergadering van deze commissie in juli 2008 (Codex alimentarius, 2008).

Daarnaast heeft een werkgroep van dezelfde Task Force voor het Codex comité voor analyse-
en monstername-methodes een concept document opgesteld met vereisten voor GGO-detectie
methoden. Een begeleidend overzicht noemt verschillende GGO’s waarvoor gevalideerde
detectiemethoden bestaan, onder andere voor met groeihormoon genetisch gemodificeerde coho
zalm. Deze methode is door de Duitse overheid ontwikkeld (Codex alimentarius, 2002).

Op basis van een pro-actieve verkenning van de biotechnologische ontwikkelingen in China,
heeft de Nederlandse COGEM een project geinitieerd voor een verkenning van gentherapie in
China. Dit is mede op basis van de hierboven vermelde toelating in China van een humane
gentherapie tegen kanker. Aanleiding hiervoor is de mogelijke consequenties hiervan voor
gentherapie in Nederland en Europa.
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Naast controle en regelgeving van genetisch gemodificeerde dieren die binnen Nederland en de
EU ontwikkeld worden dient ook met de mogelijke import van elders gebruikte dieren rekening
gehouden te worden. Dit dient ook in het licht van de globalisering van de handel en transport
bezien te worden, waarbij Nederland als belangrijke toegangspoort voor de EU dient.
Detectiemethoden ten behoeve van handhaving en controle zullen hierbij ook een belangrijke
rol gaan spelen, analoog aan de import van genetisch gemodificeerde gewassen en afgeleide
producten.
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7 Aanbevelingen

Op basis van hetgeen in de bovenstaande secties 1 tot en met 5 besproken is, zijn de volgende

aandachtsgebieden geidentificeerd:

e Definitie van een kloon als GGO of niet: Richtlijn 2001/18/EC voor milieu-introductie van GGO’s
geeft een definitie van GGO’s en noemt onder andere technieken van genetische modificatie,
waaronder bijvoorbeeld het met micro-injectie inbrengen van extern genetisch materiaal. Echter,
klonering door kerntransfer wordt blijkbaar niet door de overheden als een genetisch modificatie
beschouwd. Eenduidige voorschriften zouden deze situatie kunnen verhelderen.

¢ In meer algemene zin zou het nuttig zijn om de mogelijke “blinde vlekken” te identificeren in
nationale en international regels ten aanzien van het produceren en verhandelen van nieuwe
transgene en/of gekloneerde landbouwhuisdieren en daarvan atkomstige producten.

e Mogelijke consequenties van homogenere populaties door klonering: Hoewel een homogenere
genetische achtergrond niet alleen door klonering bereikt kan worden, wordt het als één van de
sterke punten ten aanzien van een consistentere kwaliteit van de producten van gekloneerde dieren
aangehaald. Daarentegen rijzen vragen met betrekking tot de mogelijk snellere verspreiding van
ziektes. Een inventarisatie van de voor- en na-delen zou nuttig zijn.

e Detectiemogelijkheden voor individuele dieren in een populatie van gekloneerde dieren of
afstammelingen daarvan: EU regelgeving schrijft voor dat landbouwhuisdieren die gebruikt worden
voor vleesproductie traceerbaar dienen te zijn. Indien dieren echter over hetzelfde genetische
materiaal beschikken vervalt één van de mogelijkheden om hen van elkaar te onderscheiden.
Daarnaast zou het wenselijk kunnen zijn om klonen van niet-gekloneerde dieren te kunnen
onderscheiden. Methoden hiervoor zijn nog niet beschikbaar en het verdient daarom aanbeveling de
mogelijkheden hiervoor te verkennen.

e De literatuur over gentherapie bij landbouwhuisdieren is beperkt, terwijl er daarentegen veel op
humaan medische gebied en in laboratoriumdieren onderzocht is. Het is niet onwaarschijnlijk dat
interessante toepassingen van moderne biotechnologie in mens en proefdier ook illegaal in
landbouwhuisdieren zouden kunnen worden toegepast, analoog aan het gebruik van
prestatiebevorderende middelen in sportdoping en vilees- en melk-vee. Dit zal consequenties
hebben voor veiligheid en detectie. Nieuwe methoden voor detectie van gendoping die door anti-
dopingautoriteiten voor toepassing in de sport aanbevolen zijn, of mogelijk al toegepast worden,
zouden ook op hun toepasbaarheid in landbouwhuisdieren getest te worden.

e Eris een kans op mogelijke import van genetisch gemodicifeerde dieren en afgeleide importen
vanuit landen waar genetisch gemodificeerde dieren gebruikt zullen worden. In principe zouden
deze dieren onder het Cartegena Protocol bij het Biosafety Clearinghouse aangemeld dienen te
worden. Om te anticiperen op situaties waar dit echter niet het geval zal zijn, zou het nuttig zijn om
hiervoor voorbereidingen te treffen door het volgen van ontwikkelingen wereldwijd plus het
ontwerpen van detectiemethoden die hiervoor geschikt zijn.

e Deze aanbeveling vult de vorige aanbeveling om voorbereid te zijn op mogelijke import van
genetisch gemodificeerde dieren aan. In meer detail zou namelijk een begin gemaakt kunnen
worden met het aanleggen van een database met daarin mRNA en eiwitexpressie profielen van
gezonde en "gedrogeerde" dieren (aan de slachtlijn). Dit dient het volgende tweeledige doel: 1)
identificatie van de variatie binnen de populaties en 2) het opbouwen van een referentie set voor
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eventueel te ontwikkelen gendoping testen. Bovendien zou het ook nuttig zijn om een inventarisatie
uit te voeren van genen die middels gendoping op basis van theoretische gronden en publicaties in
de literatuur kunnen bijdragen aan de kwaliteit en/of kwantiteit van het dierlijke eindproduct.
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Annex I Overzicht van de EU-wetgeving over GGO's

Sinds het begin van de jaren negentig is er specifiecke EU-wetgeving over GGO's. De EU heeft

specifiecke GGO-wetgeving ontwikkeld om de gezondheid van de burger en het milieu te beschermen en

tegelijkertijd een geharmoniseerde markt voor biotechnologie tot stand te brengen.

Geselecteerde teksten:

Richtlijn 90/219/EEG, gewijzigd bij Richtlijn 98/81/EG, inzake het ingeperkte gebruik van
genetisch gemodificeerde micro-organismen (GGM's) legt beperkende voorwaarden op voor het
werken met GGM’s bij onderzoek, in de industrie of in laboratoria. Publicatieblad van de Europese
Unie L 117 (8.5.1990), 1-14. Online verkrijgbaar van http://eur-
lex.europa.eu/LexUriServ/site/nl/consleg/1990/L./01990L.0219-20050305-nl.pdf. Toegang
verkregen op 9 april 2009

Richtlijn 2001/18 inzake de doelbewuste introductie van genetisch gemodificeerde organismen in
het milieu is een 'horizontale' richtlijn met voorschriften voor experimentele introducties en het in
de handel brengen van GGO's. Publicatieblad van de Europese Unie L 106 (17.4.2001), 1-39.
Online verkrijgbaar van http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/site/nl/consleg/2001/L./02001L0018-
20031107-nl.pdf. Toegang verkregen op 9 april 2009

Verordening 1829/2003 inzake genetisch gemodificeerde levensmiddelen en diervoeders bevat

voorschriften voor het in de handel brengen van levensmiddelen en diervoeders die geheel of
gedeeltelijk bestaan uit GGO’s en voor de etikettering van dergelijke producten ten behoeve van de
eindgebruiker. Publicatieblad van de Europese Unie L 286 (18.10.2003), 1-23. Online verkrijgbaar
van http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/site/nl/consleg/2003/R/02003R 1829-200701 12-nl.pdf.
Toegang verkregen op 9 april 2009

Verordening 641/2004 tot vaststelling van nadere bepalingen ter uitvoering van Verordening (EG)
nr. 1829/2003. Publicatieblad van de Europese Unie L 102 (7.4.2004), 14-25. Online verkrijgbaar
van http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/site/nl/0j/2004/1_102/1_10220040407n100140025.pdf.
Toegang verkregen op 9 april 2009

Verordening 1830/2003 betreffende de traceerbaarheid en etikettering van GGO's en de
traceerbaarheid van met GGO’s geproduceerde levensmiddelen en diervoeders introduceert een

geharmoniseerd EUsysteem om GGO's te traceren en te etiketteren en om met GGO's
geproduceerde levensmiddelen en diervoeders te traceren. Publicatieblad van de Europese Unie L
268 (18.10.2003), 24-28. Online verkrijgbaar van http://eur-
lex.europa.eu/LexUriServ/site/nl/0j/2003/1_268/1 26820031018n100240028.pdf. Toegang verkregen
op 9 april 2009

RIKILT Rapport 2009.005 61




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


